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Artificial Insemination is a reproductive technology to 
improve the genetic quality of livestock. Currently, Artificial 
Insemination can use semensexing straws to get calves that 
match expectations. Sex in mammals is determined by the 
presence of chromosomes in the spermatozoa. The Percolle 
Density Gradient Centrifugation Method is the most effective 
method for separating X and Y spermatozoa. This method 
requires higher costs than other methods. By maximizing the 
production of the number of straws, it is expected that the 
production cost for each straw will be cheaper. This research 
was conducted at the Beef Cattle Research Workshop on Jalan 
Pahlawan, Grati, Pasuruan, East Java on February 1 to 30, 
2020. The material used was fresh cement from three bulls of 
Ongole descent, ± 5 years old and ± 700 kg body weight. . 
Fresh semen was used with the criteria of mass motility ≥ 2+, 
individual motility ≥ 70%. The research method used was an 
experimental method with 3 treatments and 11 replications. 
The treatment in this study used different volumes of fresh 
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semen, namely P1 = 1 ml, P2 = 1.5 ml and P3 = 2 ml. The data 
obtained were processed by randomized block design analysis 
using ANOVA analysis followed by Duncan's test and Chi-
square test. The results showed that the treatment given did not 
affect the quality but the treatment affected the quantity of 
spermatozoa concentration, the number of motile spermatozoa 
and the proportion of spermatozoa. All treatments produce 
quality straws according to SNI-4869-1 2017. The number of 
straws produced in each sexing process in each treatment, 
namely; P1 = 16 Y spermatozoa and 13 X spermatzoa. P2 = 22 
Y spermatozoa and 20 X spermatozoa. P = 32 Y spermatozoa 
and 27 X spermatozoa. 
 
Keyword: Artificial Insemination, Ongole Cattle Breed, 
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Sapi Peranakan Ongole (PO) merupakan salah satu 
bangsa sapi Bos Indicus hasil persilangan antara sapi Ongole 
dengan sapi Jawa yang dikembangkan secara turun temurun 
oleh masyarakat Indonesia khususnya daerah Jawa Tengah dan 
Jawa Timur. Sapi Peranakan Ongole merupakan  jenis sapi 
pedaging yang mempunyai potensi pengembangan secara luas 
karena mampu beradaptasi dengan baik terhadap lingkungan 
dan pakan local.  
Teknologi reproduksi yang digunakan saat ini dalam 
upayanya  meningkatkan  mutu genetik ternak adalah 
Inseminasi Buatan. Inseminasi Buatan saat ini dapat 
menggunakan straw sexing untuk menghasilkan bibit unggul 
berdasarkan jenis kelamin sesuai tujuan pemeliharaan, 
misalnya untuk sapi pedaging lebih dibutuhkan jenis kelamin 
jantan karena laju pertambahan berat badan dan konversi berat 
hidup ke berat karkas panennya lebih tinggi dibanding betina. 
Jenis kelamin pada mamalia dintentukan oleh adanya 
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kromosom yang terdapat pada spermatozoa dari pejantan. 
Apabila sel telur bertemu dengan sperma berkromosom Y 
dalam proses fertilisasi akan menghasilkan anak jantan dan 
apabila sel telur bertemu dengan sperma berkromosom X akan 
menghasilkan anak betina. 
 Metode Sexing spermatozoa menggunakan Sentrifugasi 
Gradient Densitas Percolle merupakan metode pemisahan 
spermatozoa X dan Y yang paling efektif. Metode sexing 
tersebut  saat ini membutuhkan biaya produksi setiap proses 
sebesar Rp.1.505750,00. Biaya produksi ini terbilang paling 
tinggi dibanding metode lain, sehingga dalam penelitian ini 
berupaya memaksimalkan produksi straw hasil sexing 
sehingga biaya produksi setiap strawnya menjadi lebih murah.  
 Penelitian ini dilaksanakan di Loka Penelitian Sapi 
Potong, Jalan Pahlawan Grati Pasuruan Jawa Timur pada 
tanggal 1 sampai 30 Februari 2020. Tujuan dari penelitian ini 
adalah mengetahui dan mengkaji pengaruh perlakuan sexing 
menggunakan metode Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll 
terhadap kualitas dan proporsi spermatozoa X dan Y sapi 
Peranakan Ongole (PO) semen hasil sexing dengan volume 
semen yang berbeda, mengetahui volume awal semen uji yang 
dapat menghasilkan kualitas yang sesuai SNI, dan mengetahui 
jumlah straw yang dihasilkan disetiap proses sexing pada 
setiap volume awal yang berbeda. 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini merupakan 
semen dari tiga sapi Peranakan Ongole (PO) jantan yang  
bermur ± 5 tahun dan memilki berat ± 700 kg. Semen segar 
yang digunakan memiliki kriteria motilitas masa ≥ 2+ , 
motilitas individu ≥ 70%. Metode penelitian menggunakan 
metode percobaan dengan 3 perlakuan dan 11 ulangan. 
Perlakuan pada penelitian ini berupa pemakaian volume semen 
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segar yang berbeda yaitu P1=1 ml, P2=1,5 ml dan P3=2 ml. 
Data diperoleh dari percobaan langsung dan pengamatan, 
sedangkan data sekunder diperoleh dari studi kepustakaan. 
Data yang diperoleh analisis secara Rancangan Acak 
Kelompok dengan analisis ragam ANOVA menggunakan 
Microsoft Excel 2010 dan dilanjut Uji Duncan serta Chi 
Square. 
Hasil penelitian semen sexing pada lapisan atas 
memiliki rata-rata konsentrasi spermatozoa sebagai berikut:, 
P1=416,4 x 10⁶/ml ± 52,93, P2=572,6 x 10⁶/ml ± 33,29, dan 
P3=808,2 x 10⁶/ml ± 130,70. Sedangkan pada lapisan bawah 
P1=354,6 x 10⁶/ml ± 70,02, P2=520,1 4 x 10⁶/ml ± 51,78, dan 
P3=674,8 4 x 10⁶/ml ± 98,05. Rata-rata total spermatozoa 
motil pada lapisan atas sebagai berikut: P1=333,1 ± 50,31, 
P2=471,4 ± 52,94, dan P3 670,8 ± 110,57. Sedangkan pada 
lapisan bawah P1=277,0 ± 59,16 P2=428,5 ± 63,84, dan 
P3=555,7 ± 77,24. Rata-rata persentase proporsi spermatozoa 
Y pada lapisan atas P1=81,3% ± 2,24 P2=82,1% ± 1,76 
P3=83,6% ± 2,01. Sedangkan Rata-rata persentase proporsi 
spermatozoa X pada lapisan bawah P1=74,6 %± 3,47 
P2=74,8% ± 2,89, dan P3=75,2% ± 2,8. 
 Semua perlakuan sexing menggunakan volume semen 
segar sapi Peranakan Ongole (PO)  yang berbeda  pada metode 
Sentrifugasi Gradient Densitas Percolle tidak berpengaruh 
terhadap kualitas tetapi perlakuan berpengaruh terhadap 
kuantitas konsetrasi spermatozoa, total spermatozoa motil dan 
proporsi spermatozoa.  Semua perlakuan yang diberikan dapat 
menghasilkan straw yang memiliki kualitas sesuai SNI-4869-1 
tahun 2017. Jumlah straw yang dihasilkan disetiap proses 
sexing pada setiap perlakuan yaitu; P1 (1 ml) menghasilkan 16 
straw spermatozoa Y dan 13 spermatzoa X. P2 (1,5 ml) 
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menghasilkan 22 straw spermatozoa Y dan 20 spermatozoa X. 
P3 (2 ml) menghasilkan 32 straw spermatozoa Y dan 27 
spermatozoa X. Perlakuan P3 menghasilkan straw sexing yang 
paling banyak sehingga biaya produksi setiap strawnya paling 
rendah dibanding perlakuan lain. Saran untuk Proses sexing 
dengan metode sentrifugasi gradien densitas percoll dapat 
menggunakan semen awal 2 ml dan dapat dilakukan penelitian 
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1.1. Latar Belakang 
Permasalahan sapi potong saat ini kurangnya 
produktivitas dan populasi serta tidak stabilnya harga, 
sedangkan kebutuhan daging semakin meningkat seiring 
peningkatan jumlah konsumen di Indonesia. Hingga saat ini 
Indonesia belum mampu swasembada dan terjadi peningkatan 
impor bakalan sapi potong, daging beku dan varianya. Solusi 
yang mesti dilakukan yaitu melakukan pengutan ditingkat 
industri maupun peternakan rakyat (Susilawati et al., 2019). 
Sapi Peranakan Ongole (PO) merupakan salah satu bangsa 
sapi Bos Indicus hasil persilangan antara sapi Ongole dengan 
sapi Jawa yang didatangkan dari India pada tahun 1904, 
selanjutnya dikembangkan secara turun temurun oleh 
masyarakat Indonesia khususnya daerah Jawa Tengah dan 
Jawa Timur (Menteri Pertanian, 2012). Bangsa sapi ini 
terbentuk sekitar tahun 1930 melalui sistem persilangan 
dengan metode grading up antara sapi Sumba Ongole (SO) 
dengan sapi Jawa (Wicahyo, Muhammad, Affandy dan 
Susilawati, 2018). Upaya meningkatkan dan mempertahankan 
mutu genetik ternak perlu adanya teknik Inseminasi Buatan 
(IB) dalam efisiensi produktivitas populasi sapi peranakan 
ongole.   
Inseminasi Buatan (IB) adalah memasukkan mani atau 
semen ke dalam alat kelamin hewan betina sehat dengan 
menggunakan alat inseminasi agar hewan tersebut bunting 
(Susilawati, 2013). Kualitas semen sapi pejantan mempunyai 
peranan yang sangat penting dalam pelaksanaan perkawinan, 
baik secara alami maupun Inseminasi Buatan (IB). Di 
Indonesia inseminasi Buatan (IB) merupakan teknologi 
reproduksi ternak yang paling berhasil dan diterima secara 
luas oleh peternak karena biaya relatif murah dan terjangkau 
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serta merupakan sarana yang efektif untuk menyebarluaskan 
bibit unggul. Inseminasi Buatan dapat ditingkatkan nilainya 
dengan menghasilkan bibit unggul dengan jenis kelamin sesuai 
tujuan pemeliharaan, misalnya untuk sapi potong dibutuhkan 
jenis kelamin jantan, sedang untuk sapi perah dibutuhkan jenis 
kelamin betina. Teknologi yang paling efektif dan aplikatif 
yang dibutuhkan untuk pengaturan jenis kelamin anak tersebut 
dengan sexing spermatozoa. Jenis kelamin ditentukan oleh 
adanya kromosom X dan Y pada spermatozoa pejantan 
(Garner and Hafez, 2008 ; Susilawati, 2014 ).  
Spermatozoa X dan Y mempunyai perbedaan dalam 
ukuran dan bentuk spermatozoa, berat, densitas, motilitas, 
muatan dan kandungan biokimia pada permukaannya (Hafez, 
2008 ; Susilawati, 2014). Perbedaan-perbedaan ini 
menyebabkan spermatozoa X dan Y memungkinkan untuk 
dipisahkan.  Salah satu metode pemisahan spermatozoa X dan 
Y telah banyak dilakukan salah satunya yaitu Metode Sexing 
menggunakan Sentrifugasi Gradient Densitas Percoll. Percoll 
adalah medium yang terdiri dari medium koloid diselaputi 
dengan poly venilpyrolidone (PVP) yang dapat meningkatkan 
motilitas spermatozoa. Pemisahan spermatozoa menggunakan 
sentrifugasi gradient percoll, lebih baik dibandingkan dengan 
media lain. Hal ini disebabkan variasi densitas percoll dapat 
dengan mudah dibuat. Pemisahan dengan menggunakan 
sentrifugasi lebih baik dilakukan pada waktu yang cepat, 
karena untuk menghindari besarnya gesekan pada waktu yang 
cepat, karena untuk menghindari besarnya gesekan akibat 
sentrifugasi dan terjadinya difusi medium pengencer ke 
spermatozoa (Susilawati, 2014). 
Hasil penelitian sebelumnya pada tahun 2012 oleh 
Fatahillah, Trinil Susilawati dan Nurul Isnaini (Fatahillah, 
2016) mengenai sexing spermatozoa menggunakan 
sentrifugasi percoll telah dilakukan percobaan dengan 2 
perlakuan terdiri dari lama sentrifugasi 5 menit dan 7 menit 
menggunakan kecepatan yang sama yaitu 2250 rpm (850 G). 
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Hasil penelitian menunjukkan perlakuan sentrifugasi 5 menit 
memiliki kualitas yang lebih baik dari 7 menit meliputi 
konsentrasi, viabilitas dan total spermatozoa motil, sedangkan 
abnormalitas dan motililtas lebih baik sentrifugasi 7 menit dari 
pada 5 menit. Proporsi spermatozoa X pada perlakuan 
sentrifugasi 5 dan 7 menit tidak berbeda nyata (P>0,05) yaitu 
78,6% dan 76,5%. 
Rincian Biaya dalam setiap proses sexing dengan 
metode sentrifugasi gradient densitas percoll menurut 
Susilawati (2014),  sebanyak Rp.1.505.750,00 dengan jumlah 
hasil masing-masing 23 straw  X dan Y. Jumlah semen segar 
yang dipakai dalam sekali proses sexing kemungkinan 
berkaitan dengan kualitas semen hasil sexing dan optimalnya 
biaya produksi. Standar baku mengenai jumlah semen yang 
dipakai sexing untuk mengoptimalkan  proses sexing saat ini 
belum ada, sehingga perlu dilakukan percobaan untuk 
mengetahui volume semen segar yang paling optimal. 
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dasar 
sebagai perkembangan teknologi mengenai sexing 
spermatozoa dengan menggunakan metode gradient densitas 
percoll untuk mendapatkan anak sesuai dengan jenis kelamin 
yg diinginkan , sehingga produksi daging dan susu dapat 
dicapai dengan efektif dan efisien.  
1.2. Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah : 
1. Bagaimana pengaruh perlakuan sexing menggunakan 
metode Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll terhadap 
kualitas dan proporsi  spermatozoa X dan Y sapi 
Peranakan Ongole (PO)? 
2. Volume awal berapa yang dapat menghasilkan 
kualitas yang sesuai SNI? 
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3. Berapa jumlah straw yang dihasilkan disetiap proses 
sexing pada setiap volume awal yang berbeda? 
 
1.3. Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Mengetahui dan mengkaji pengaruh perlakuan sexing 
menggunakan metode Sentrifugasi Gradien Densitas 
Percoll terhadap kualitas dan proporsi spermatozoa X dan 
Y sapi Peranakan Ongole (PO) semen hasil sexing dengan 
volume semen yang berbeda.  
2. Mengetahui volume awal semen uji yang dapat 
menghasilkan kualitas yang sesuai SNI. 
3. Mengetahui jumlah straw yang dihasilkan disetiap proses 
sexing pada setiap volume awal yang berbeda. 
 
1.4. Manfaat Penelitian  
Penelitian Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll ini 
diharapkan mampu mengoptimalkan produksi semen sexing 
sapi Peranakan Ongole (PO)  sesuai dengan jenis kelamin  
yang diinginkan peternak. Penelitian ini diharapkan dapat 
sebagai informasi untuk penelitian selanjutnya dan dapat 
digunakan sebagai pedoman produksi semen sexing 








1.5. Kerangka Pikir 
Sapi Peranakan Ongole (PO) merupakan bangsa sapi 
potong hasil persilangan sapi lokal dari India dan termasuk 
golongan sapi zebu. Sapi ini tahan terhadap iklim tropis 
dengan musim kemarau. Sapi Peranakan Ongole merupakan 
sapi hasil program ongolisasi sapi Ongole dengan sapi-sapi di 
pulau Jawa. Sapi Peranakan Ongole merupakan sapi lokal 
sebagai potensi peternakan nasional perlu diberdayakan 
sehingga berkontribusi dalam penyediaan daging nasional. 
Upaya perbaikan mutu genetik ternak sapi Peranakan Ongole 
sebagai sumber daya lokal di sektor bidang peternakan perlu 
dilakukan yang bertujuan untuk perbaikan dan peningkatan 
kualitas produksi kelestarian genetik (Salim, Susilawati dan 
Wahyuningsih, 2012).  
Salah satu cara perbaikan mutu dengan adanya teknik 
reproduksi Inseminasi Buatan (IB) adalah salah satu upaya 
yang dapat dilakukan untuk meningkatkan kemampuan 
reproduksi ternak, yang diharapkan mampu mempercepat 
perkembangan populasi dan meningkatkan mutu genetik 
ternak. Inseminasi Buatan (IB) menggunakan semen yang 
dipilih dari pejantan terpilih yang mempunyai genetik dan 
sifat-sifat produksi yang menguntungkan untuk diwariskan ke 
turunannya (Audia, Salim, Isnaini dan Susilawati, 2017). 
Inseminasi buatan dapat ditingkatkan nilainya dengan 
menghasilkan bibit unggul dengan jenis kelamin sesuai tujuan 
pemeliharaan, misalnya untuk tujuan penggemukan potong 
dibutuhkan anakan jantan dan untuk calon indukkan 
dibutuhkan anakan betina.  
 Sexing spermatozoa merupakan teknologi yang 
dibutuhkan untuk pengaturan jenis kelamin anak tersebut. 
Jenis kelamin ditentukan oleh adanya kromosom X dan 
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kromosom Y pada spermatozoa jantan. Spermatozoa X dan Y 
mempunyai perbedaan dalam ukuran dan bentuk spermatozoa, 
berat, densitas, motiitas, muatan, kandungan biokimia pada 
permukaanya. Perbedaan ini memungkinkn dapat dipisahkan 
antara spermatozoa X dan Y. Salah satu metode pemisahan 
spermatozoa X dan Y telah banyak dilakukan yaitu metode 
sexing menggunakan Sentrifugasi Gradient Densitas Percoll. 
Percoll adalah medium yang terdiri dari medium koloid 
diselaputi dengan poly venilpyrolidone (PVP) yang dapat 
meningkatkan motilitas spermatozoa. Pemisahan spermatozoa 
menggunakan sentrifugasi gradient percoll, lebih baik 
dibandingkan dengan media lain. Hal ini desebabkan variasi 
densitas percoll dapat dengan mudah dibuat. Dari informasi 
berikut perlu diadakan  evaluasi terhadap kualitas semen 
akibat perlakuan sexing yang dilakukan dengan cara 
melakukan pemeriksaan secara makroskopis dan mikroskopis. 
Pemeriksaan semen dilakukan pada semen segar sebelum 






























BAB II   
TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1. Reproduksi Sapi Peranakan Ongole (PO) 
Sapi Peranakan Ongole (PO) merupakan salah satu 
rumpun sapi lokal Indonesia yang mempunyai sebaran asli 
geografis di Provinsi Jawa Tengah dan Jawa Timur, dan telah 
dibudidayakan secara turun-temurun. Hartati, Sumadi dan 
Hartutik (2009) menyatakan bahwa Sapi PO merupakan salah 
satu sumber daya genetik yang harus dipertahankan, 
dilindungi, dan dilestarikan. Sapi Peranakan Ongole 
mempunyai keseragaman bentuk fisik; kemampuan adaptasi 
dengan baik pada keterbatasan lingkungan dan ciri khas yang 
berbeda dengan rumpun sapi asli atau sapi lokal lainnya. Sapi 
Peranakan Ongole merupakan hasil persilangan antara sapi 
Ongole dengan sapi Jawa yang didatangkan dari India sejak 
tahun 1904 (Gambar 2). 
Karakteristik sifat kualitatif pada warna tubuh dominan 
putih sampai keabu-abuan, kaki putih keabu-abuan, pantat 
putih keabu-abuan, bibir atas hitam, bibir bawah putih, hidung 
hitam, ekor putih, dan bagian ujung berwarna hitam dan 
tanduk hitam. Pada bagian bentuk tanduk pendek meruncing, 
melengkung ke arah belakang, kadang berupa bungkul, mata 
besar dan terang dengan kulit sekitar mata berwarna hitam. 
Pada punuk atau gumba jantan besar dan betina kecil, serta 
gelambir panjang menggantung dari leher sampai belakang 
kaki depan (Menteri Pertanian, 2012). Serta memilki telinga 







Gambar 2. Sapi Peranakan Ongole (PO) 
Sumber : Dokumentasi Penelitian  
 
Perkawinan pertama pada sapi Peranakan Ongole ditandai 
dengan masak kelamin atau timbul birahi pertama. 
Berdasarkan hasil pengamatan Nurcholis dan S. M. Salamony 
(2019),  Hasil analisis menunjukkan performans reproduksi 
pada sapi jantan (pubertas) 17,20 ± 0,066 bulan, umur 
pubertas sapi betina 20.90 ± 0,099 bulan, umur sapi dara 
pertama kali dikawinkan 24.50 ± 0,008 bulan. Lama masa 
kebuntingan sapi lokal berkisar antara 275-285 hari (Iswoyo 
dan Widiyaningrum, 2008). Lama kebuntingan sapi dalam 
penelitian Pohontu et al., (2018) selama 276,17 ± 5,22 hari. 
Berdasarkan hasil pengamatan Nurcholis dan. Salamony S. M. 
pada tahun 2019, lama kebuntingan sapi pada anak jantan 
278,33 ± 0,011 hari, lama bunting anak betina 274.10,33 ± 
0,044 hari. Lama kebuntingan dipengaruhi oleh bangsa sapi, 
jenis kelamin dan jumlah anak yang dikandung, umur induk, 
musim dan letak geografis( Iskandar, 2011). Bobot lahir anak 
jantan dan betina sapi Peranakan Ongole yang dikawinkan 
dengan PO adalah 28,1 kg dan 26,0 kg. Bobot badan pedet 
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sapi jenis Peranakan Ongole pada umur 60 hari adalah 74,9 ± 
2,1 kg dan 80,4 ± 2,4 kg pada anakan dari induk yang 
mendapatkan perlakuan tambahan pakan konsentrat (Bestari 
dkk., 2002). 
Penampilan reproduksi ternak menurut (Ihsan dan 
Wahjuningsih, 2011), dapat diukur berdasarkan Indeks 
Fertilitas (IF) yang dihitung berdasarkan tiga variabel yaitu 
Conception Rate (CR), Service per Conception (S/C) dan days 
open (DO). Conception Rate adalah persentase sapi betina 
yang bunting pada inseminasi pertama yang disebut juga 
sebagai angka konsepsi (Susilawati, 2013). Hasil penelitian 
Nuryadi dan Wahjuningsih (2011), di Kabupaten Malang 
bahwa nilai CR sapi PO sebesar 75,34%. S/C adalah penilaian 
atau perhitungan jumlah pelayanan (service) IB yang 
dibutuhkan oleh seekor betina sampai terjadi kebuntingan 
(Royal et al., 2000). Menurut Ihsan dan Wahjuningsih (2011), 
rata-rata angka S/C sapi PO sebesar 1,4 kali. Day Open 
merupakan jarak waktu (hari) beranak sampai terjadi 
kebuntingan atau hari hari dari setelah beranak sampai bunting 
(Atabany dkk., 2011). Menurut penelitian Yulyanto (2016), 
PO memiliki DO kisaran (156,9±29,33 hari). Calving Interval 
merupakan selang beranak (hari) sapi betina antara satu 
dengan kelahiran berikutnya (Iskandar dan Faizal, 2011). Jarak 
kelahiran (CI) merupakan salah satu ukuran produktifitas 
ternak sapi untuk menghasilkan pedet dalam waktu yang 
singkat. Jarak waktu beranak (CI) yang ideal adalah 12 bulan, 
yaitu 9 bulan bunting dan 3 bulan menyusui. Efisiensi 
reproduksi dikatakan baik apabila seekor induk sapi dapat 
menghasilkan satu pedet dalam satu tahun (Ball and Peters, 
2004) Hasil penelitian Ihsan dan Wahjuningsih (2011), yang 
menyebutkan bahwa CI sapi PO rata-rata sebesar 410,3 hari.  
2.2. Sexing Semen  
Semen adalah sekresi kelamin hewan jantan yang secara 
normal diejakulasikan ke dalam saluran kelamin betina 
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sewaktu kopulasi, tetapi dapat pula ditampung. Semen terdiri 
dari spermatozoa dan sebagian besar cairan sekresi kelenjar 
aksesori (plasma semen). Yendraliza (2008) menyatakan 
bahwa semen adalah zat cair yang keluar dari tubuh melalui 
penis sewaktu kopulasi. Semen terdiri dari bagian yang ber-sel 
dan bagian yang tidak ber-sel. Sel-sel hidup yang bergerak 
disebut spermatozoa dan yang cair tempat sel bergerak dan 
berenang disebut seminal plasma. Protein plasma semen 
berperan dalam menstabilkan membran, viabilitas 
spermatozoa, serta proses reaksi kapasitasi, reaksi akrosom 
dan fertilisasi (Zulyazaini dkk., 2016). 
Pemisahan spermatozoa adalah upaya untuk mengubah 
perolehan spermatozoa yang berkromosom jenis X atau Y 
dengan metode tertentu, sehingga berubah dari proporsi 
normal (rasio alamiah), 50 persen banding 50 persen (Hendri, 
1992 dalam Susilawati, 2014). Beberapa hasil penelitian 
sebelumnya telah dilaporkan bahwa rata-rata kandungan 
spermatozoa X dan Y dalam semen sapi adalah 49,5 persen 
dan 50,5 persen (Garner et al., 1983; Susilawati, 2014; 
Susilawati, 2018). Pemisahan sperma X diarahkan pada 
peternakan sapi perah untuk memperoleh lebih banyak anak 
sapi betina, sedangkan pemisahan sperma Y diarahkan pada 
peternakan sapi potong untuk memperoleh anak sapi jantan.  
 
Pejantan pada mamalia menentukan jenis kelamin anak 
yang dilahirkan sebagai hasil pembelahan reduksi selama 
spermatogenesis, spermatozoa hanya mengandung setengah 
jumlah DNA pada sel-sel somatik dari spesies yang sama dan 
terbentuklah dua macam spermatozoa. Spermatozoa yang 
mengandung kromosom X (spermatozoa X) jika terjadi 
fertilisasi akan menghasilkan embrio betina, sedangkan 
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spermatozoa spermatozoa Y akan menghasilkan embrio 
jantan, karena pada kromosom Y terdapat Sex Determining 
Region Y gen (SRY) yang menentukan terbentuknya testis 
pada hewan jantan (Bianchi, 1991; Graves, 1994 dan 
Koopman, 1995;  Susilawati 2014). 
Panjang dan lebar kepala spermatozoa sapi kira-kira 8–
10 µm dan 4–4,50 µm, tebal kepala 0,50–1,50 µm, bagian 
tengah spermatozoa mempunyai panjang 10–15 µm dan 
diameternya sekitar 1 µm, panjang ekor spermatozoa adalah 
35–45 µm dengan diameter 0,4–0,8 µm, sedangkan panjang 
keseluruhan spermatozoa mencapai 50–70 µm (Toelihere, 
1985 dalam Susilawati, 2014).  
Hasil penelitian Susilawati dkk.,(1999) dalam 
Susilawati (2014), menjelaskan bahwa pengukuran 2000 
kepala spermatozoa sapi didapatkan panjang kepala rata-rata 
8,75±0,25 µm dan lebar kepala rata-rata 4,12±0,22 µm. Hasil 
pengukuran besar kepala spermatozoa (panjang x lebar) pada 
semen segar diperoleh rata-rata 32,75± 2,36 µm2. Sedangkan 
beberapa perbedaan spermatozoa X dan Y terdapat pada Tabel 
1. 
Tabel 1. Perbedaan Spermatozoa X dan Y 
Parameter  Perbedaan  Evaluasi  
DNA  
Spermatozoa Y lebih 
sedikit  
Terukur dan accepted 
Ukuran  
Spermatozoa X lebih 
besar 
Spermatozoa Y dapat diukur 
atau harus representatif 







Spermatozoa Y lebih 
cepat  
Identifikasi yang akurat bila 




migrasi ke katoda 
T idak ada perbedaan muatan 
antara spermatozoa X dan Y 
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Sumber : Erricsson, R.J. and Glass, R.H. (1982). Fungsional 
Differences Between Sperm bearing the X or Y Chromosome. 
In Prospects for Sexing Mammalian Sperm. R.P. Amann and 
G.E Seidel, Jr (eds) Boulder, Colorado University Associated 
Press; Hafez, 2008).  
 
Spermatozoa X mengandung kromatin lebih banyak di 
kepalanya, sehingga mengakibatkan ukuran kepala 
spermatozoa X lebih besar (Hafez, 2018), maka Susilawati 
dkk.,(1998), melakukan identifikasi spermatozoa X dan Y 
berdasarkan pada ukuran kepala, yaitu panjang kali lebar, 
apabila lebih besar dari rata-rata, maka dianggap spermatozoa 
X sedangkan apabila lebih kecil adalah spermatozoa Y 
(Susilawati, 2014). Berdasarkan cara penentuan tersebut 
diperoleh hasil persentase spermatozoa yang diprediksi 
sebagai spermatozoa X sebanyak 52,10% dan spermatozoa 
yang diprediksi sebagai spermatozoa Y sebanyak 47,9%. 
Spermatozoa Y umumnya lebih kecil kepalanya, lebih ringan 
dan lebih pendek dibandingkan dengan spermatozoa X, 
sehingga spermatozoa Y lebih cepat dan lebih banyak 
bergerak serta kemungkinan materi genetik dan DNA yang 
dikandung spermatozoa Y lebih sedikit dari pada spermatozoa 
X (Ericsson dan Glass, 1982 dalam Hafez, 2008 dalam 
Susilawati, 2014).   
Kondisi spermatozoa yang disentrifugasi akan 
menghasilkan spermatozoa X cenderung lebih cepat 
membentuk endapan dibandingkan dengan spermatozoa Y 
(Mohri, 1987). Spermatozoa Y bergerak ke arah katoda 
(Ericsson and Glass,1982 dalam Hafez, 2018). Berdasarkan 
perbedaan-perbedaan tersebut, berkembang metode pemisahan 
spermatozoa dengan menggunakan kolom albumin, velocity 
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sedimentation, sentrifugasi dengan gradien densitas, motilitas 
dan pemisahan elektroforesis, isoelectric focusing, H-Y 
antigen, flow sorting dan sephadex column (Hafez, 2018). Dari 
sekian banyak metode pemisahan spermatozoa X dan Y yang 
paling umum digunakan adalah pemisahan berdasarkan pada 
perbedaan densitas atau motilitas (Susilawati, 2014). 
Metode pemisahan spermatozoa menurut Susilawati 
(2014),berguna untuk : 
1. Menghasilkan lebih banyak betina yang superior 
untuk induk atau peremajaan dan menghasilkan susu, 
daging dan kulit atau bulu. 
2. Menghasilkan lebih banyak jantan yang dikeluarkan 
dari betina dan dilakukan cross   breeding, contoh: 
dairy-beef cross. 
3. Menghasilkan pejantan untuk diambil keturunannya. 
4. Untuk program progeny dilakukan tes pada pejantan 
muda. 













Tabel 2. Teknik Yang Digunakan Untuk Memisahkan 
Spermatozoa X dan Y 





IB dengan semen tersebut menghasilkan betina 
sebanyak 70% 
Skim-milk powder, 
glycine, sodium sitrat, 
Gliserol 
Meningkatkan jumlah anak jantan yang 
dilahirkan bila yang digunakan spermatozoa 
pada lapisan atas 
Albumin coloumn  
Spermatozoa setelah preseleksi dengan metode 
ini berhasil dibekukan 
Velocity sedimentation 
Sedimentasi berdasarkan ukuran, densitas 
dan bentuk kepala. Perbedaan ukuran kepala 
faktor yang dominan pada tipe pemisahan ini,  
sedangkan bentuk tidak begitu penting 
Sentrifugasi gradient 
densitas 
Spermatozoa dipisahkan untuk mendapatkan  
sedimen dengan sentrifugasi grandien densitas, 
bahan yang dibuat gradien densitasnya lebih 
rendah dari spermatozoa. Dikembangkan 
dengan sentrifugasi pada waktu yang pendek, 
waktu yang pendek tidak menyebabkan 





Spermatozoa yang immotil dengan 
elektroforesis akan bergerak ke anoda pada pH 
netral, ketika pemisahan dengan elektroforesis 
pada kondisi yang konsisten maka spermatozoa 
yang motil akan bergerak kearah katode. Hasil 
pengamatan pada daerah kepala spermatozoa 
mempunyai muatan, sehingga spermatozoa 
bergerak, jika muatan negatif spermatozoa 
akan diorientasikan ke daerah ekor yang 
bergerak ke arah anoda yang mempunyai 
muatan negatif lebih besar . 
Isoelectric focusing 
Pemisahan dengan menggunakan kolom 
dengan menggunakan cairan yang stabil yg 
dibuat gradien densitas. 
Spermatozoa membentuk lapisan atau 
suspensi spermatozoa akan bermigrasi kearah  
isoelektrik 
H-Y antigen 
Spermatozoa diperlakukan dengan anti serum 
H-Y. Inseminasi pada tikus menggunakan 
spermatozoa yg diperlakukan dengan anti 
serum H-Y anti gen menghasilkan 45,4% jantan, 
sedangkan kontrol 53% 
Flow sorting oleh 
kandungan DNA 





Didapat 70% spermatozoa X dengan cara 
spermatozoa dimasukkan dibagian atas. 65- 
85% spermatozoa X didapat pada filtrat. 
 
Sumber : Susilawati (2014) 
2.3 Sexing Semen Dengan Metode Sentrifugasi Gradient 
Densitas Percoll 
Afriani dkk.,(2018),  bahwa untuk menghasilkan anak 
dengan jenis kelamin sesuai keinginan dapat menggunakan 
salah satu teknologi reproduksi yang dinamakan dengan sexing 
spermatozoa. Teknik ini dilakukan dengan memisahkan 
kromosom X dan Y berdasarkan pada perbedaan karakteristik 
morfologi, kandungan DNA, perbedaan berat jenis dan 
pergerakan spermatozoa.  
Teknologi pemisahan spermatozoa X dan Y berdasarkan 
perbedaan sifat-sifat tersebut telah banyak dilakukan. 
Spermatozoa dengan berat yang ringan akan berada pada 
lapisan atas sedangkan spermatozoa yang berat atau memiliki 
ukuran yang lebih besar akan berada pada lapisan bawah dan 
cenderung lebih cepat membentuk endapan apabila dilakukan 
sentrifugasi (Hafez, 2008). Berdasarkan penelitian terdahulu, 
Fatahillah, Susilawati dan Isnaini (2016), menyatakan bahwa 
adanya daya sentrifugal saat terjadinya sentrifugasi 
menyebabkan spermatozoa tertarik ke bawah dan membentuk 
endapan yang lebih banyak dibandingkan lapisan atas. 
Spermatozoa yang tertarik ke bawah akan berusaha menembus 
medium pemisah. Spermatozoa akan menempati posisi sesuai 
dengan densitas masing-masing dan sesuai dengan berat 
spermatozoa tersebut. Semakin lama waktu sentrifugasi maka 
akan semakin banyak endapan yang terbentuk pada lapisan 
bawah.   
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Percoll adalah medium yang terdiri dari partikel koloid 
diselaputi dengan poly venilpyr olidone (pvp) yang dapat 
meningkatkan motilitas spermatozoa. Selama ini, percoll dapat 
digunkan untuk memisahkan darah seperti fraksi fraksi 
limfosit, monosit, eritrosit dan thimosit serta partikel sub 
selluler, seperti memebran plasma, liposom dan mitokondria. 
Selain itu percoll digunakan untuk memisahkan virus, bakteri 
dan spermatozoa (Susilawati, 2014). 
Penggunaan percoll dalam pemisahan spermatozoa 
menurut Kaneko et al., (1983) dalam Susilawati (2014),  
dianggap memenuhi syarat karena percoll mempunyai sifat 
yang diperlukan untuk pemisahan spermatozoa seperti, dapat 
dibuat dalam berbagai densitas, viskositas rendah, tidak toksik, 
tidak dapat menebus membran sel, dapat disterilkan, tidak 
mempunyai efek negatif pada pemisahan spermatozoa, mudah 
dilepaskan dari zat yang dipisahkan, mudah membentuk 
gradient sendiri meskipun dengan pemutaran rendah. Menurut 
Pharmacia Fine Cheicak t.t pada kutipan oleh Dwnson et al., 
(1986) dalam Susilawati (2014), sifat fisik percoll yaitu;  
1. Komposisi percol mengandung partikel koloid silica 
yang dilapisi dengan polyvinylphyrodone (PVP) 
berdiameter rata rata 12 sampai 22 nm (dengan 
kisaran 15 sampai 30). 
2. Percoll mempunyai vikositas 10±5 sentipol pada suhu 
20
0
C. Viskositas percoll lebih rendah dalam larutan 
garam (0,15 M NaCl) daripada dalam air maupun 
dalam 0,25 M sukrosa, sehingga pembentukan 
gradiennya lebih cepat. 
3. Osmolaritas dan pH 
Percoll mempunyai pH 8,90±0,30 pada suhu 20
0
C, 
namun percoll mempunyai kapasitas buffer yang 
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rendah, sehingga dengan mudah disesuaikan menjadi 
pH 5,50-10 tanpa merubah sifat-sifatnya. Osmolaritas 
rendah (lebih kecil dari 20 mOs/kg H20) dengan 
demikian dapat membentuk graadien osmolaritas, 
sehigga diperoleh gradient densitas yang iso-osmotik 
dan betul betul sesuai dengan keadaan fisiologis, 
karena itu dapat diperoleh sel dengan viabilitas tinggi 
dan morfologi yang utuh. Densitas percoll mempunyai 
1,13±0,005 g/ml. Untuk pemisahan sel-sel diencerkan 
dengan garam fisiologis atau medium kultur jaringan, 
sehingga densitasnya lebih rendah.  
Pemisahan spermatozoa menggunkan sentrifugasi 
percoll, lebih baik jika dibandingkan dengan media lain. Hal 
ini disebabkan variasi densitas percoll dapat dengan mudah 
dibuat. Pemisahan denganmenggunkan sentrifugasi lebih baik 
dilakukan pada waktu yang cepat, karenauntuk menghindari 
besarnya gesekan akibat sentrifugasi dan terjadinya 
difusimedium pengencer ke dalam spermatozoa (Hafez, 2008 ; 
Susilawati, 2014) 
2.4. Semen Sexing Beku 
Semen beku adalah semen yang telah diberi 
penambahan pengencer untuk memberikan nutrien pada 
semen, dengan tujuan meningkatkan kualitas semen yang 
disimpan dengan keadaan beku dalam container yang berisi 
nitrogen cair dengan suhu -196°C. Semen beku yang 
berkualitas baik ditunjukkan dengan persentase motilias dan 
persentase hidup post thawing yang tinggi (Aini et al., 2014). 
Semen beku menurut Putri et al., (2015), memiliki keunggulan 
yaitu dapat disimpan dalam jangka waktu lama, namun 
memiliki kelemahan penurunan kualitas semen selama proses 
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pembekuan karena melewati berbagai suhu ekstrim yang dapat 
menurunkan kualitas. Pembekuan semen adalah 
memberhentikan sementara aktivitas metabolisme sel tanpa 
mematikan fungsi sel, sehingga proses kehidupan akan 
berlanjut setelah pembekuan dihentikan atau dicairkan 
kembali. 
Usaha untuk memperoleh semen beku berkualitas tinggi 
diperlukan bahan pengencer semen yang mampu 
mempertahankan kualitas semen selama proses pembekuan 
semen hingga kualitas semen pada saat thawing (Arifiantini et 
al., 2014). Kerusakan membran spermatozoa pada proses 
sexing dapat menurunkan kualitas spermatozoa. Hasil 
penelitian Susilawati (2000), menunjukkan bahwa proses 
sentrifugasi ketika sexing menyebabkan terjadinya 
peningkatan konsentrasi ion kalsium (Ca2+) intraseluler pada 
spermatozoa. Menurut Susilawati (2002), selain terjadi 
gesekan antara spermatozoa dan medium pencuci 
menyebabkan terpisahnya spermatozoa dari seminal plasma 
yang mengakibatkan pembentukan reactive oxygen species 
(ROS) dan berpengaruh terhadap kualitas spermatozoa. 
Kadar ROS yang tinggi dalam sel dapat mengoksidasi 
lipid, protein dan DNA (Sharma & Agarwal, 1999). Salah satu 
kerusakan pada sperma selama proses pembekuan sampai 
pencairan kembali adalah peroksidasi lipid (Waluyo, 2006). 
Membran plasma sperma memiliki fosfolipid yang 
mengandung asam lemak tak jenuh sehingga sangat rentan 
terhadap serangan radikal bebas. Radikal bebas akan 
merangsang terjadinya reaksi autokatalitik yang akan merusak 
ikatan ganda penyusun membran sel. Hal ini menunjukkan 
bahwa membran sperma adalah target utama ROS dan lipid 
merupakan sasaran yang potensial (Sanocka and Kurpisz, 
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2004). Peroksidasi lipid yang berkepanjangan akan merusak 
struktur matriks lipid dan menyebabkan membran sel tidak 
stabil, mengubah fungsi membran serta menurunkan fluiditas 
membran sperma (Hayati et al., 2006). Bentuk dan ciri 
kerusakan sel sperma akibat peroksidasi lipid ialah 
menurunnya motilitas dan kapasitas fertilisasi, kerusakan 
enzim intraseluler dan kerusakan struktur membran plasma 
(Guthrie and Welch, 2012). Oksidasi lipid pada membran 
sperma menghasilkan senyawa malondialdehyde (MDA) yang 
bersifat toksik pada sel (Sanocka and Kurpisz, 2004). Senyawa 
ini mempunyai berat molekul rendah dan merupakan satu dari 
beberapa molekul hasil penguraian endoperoksida lipid yang 
terbentuk selama proses peroksidasi lipid. Oleh sebab itu, 
untuk spermatozoa yang disexing dengan sentrifugasi gradien 
densitas percoll dibutuhkan pengencer yang dapat melindungi 
membran spermatozoa agar kualitasnya tetap baik. 
 Pengencer semen diperlukan untuk menambah volume 
semen dan memberi nutrisi pada sel spermatozoa sehingga 
dapat meningkatkan viabilitas dan motilitas 5 spermatozoa. 
Selain itu pengenceran juga mampu melindungi spermatozoa 
dari cold shock (kejutan dingin) yang dapat meningkatkan 
mortalitas semen (Mumu, 2009). Pengencer yang digunakan 
harus mengandung nutrien bagi sperma selama penyimpanan 
agar sperma tetap bergerak progresif, mengandung 
antioksidan, tidak bersifat racun, sebagai buffer, mencegah 
perubahan pH, mempertahankan tekanan osmotik serta 
mengandung antibiotik yang berfungsi untuk menahan 
pertumbuhan bakteri (Trilaksana et al.,, 2015). 
AndroMed® sebagai pengencer berperan penting pada 
proses semen cair. Pengencer AndroMed® diproduksi oleh 
perusahaan Minitũb Germany dengan sumber lesitin yang 
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berasal dari kacang kedele. Lesitin (Phosphatydil choline) 
merupakan salah satu komponen utama dari phospholipid yang 
terdapat dalam spermatozoa. Dilaporkan bahwa Andromed 
mengandung lesitin yang cukup tinggi, yakni sebanyak 6,76 
g/100 ml. Shurtleff dan Aoyagi (2004), melaporkan bahwa 
kacang kedele yang belum maupun yang sudah mengalami 
penyulingan memiliki kandungan phospolipid antara lain 
phosphatidyl choline 17.5 dan 23%, phosphatidyl 
ethanolamine 15.0 dan 20%, glikolipid 13 sampai 16%, 
phospolipid lainnya 14 sampai 18% dan trigliserida 2 sampai 
4%. Selain itu, hasil penilitian Rothe (2003), menunjukkan 
bahwa pengencer AndroMed® memperlihatkan kualitas 
spermatozoa setelah thawing yang lebih baik dibandingkan 
dengan pengencer Biochipos plus® dan Bioxcell®. Menurut  
Susilawati (2011), dalam  Andromed terdiri dari aquabidest, 
fruktose, glycerol, asam sitrat, buffer, phosifolipid, 
spectynomicine, lincomicine 15 mg, tylocin 15 mg, 
gentamycine 25 mg .  
Penelitian yang dilakukan oleh  Said et al..(2004), yang 
memperlakukan straw dengan ketinggian 10 cm di atas 
permukaan nitrogen cair dan menggunakan rak dinamis pada 
proses pembekuan sperma terhadap kualitas semen beku 
setelah thawing pada sapi peranakan Ongole (PO) 
menghasilkan motilitas sperma sebesar 43%, hasil ini layak 
digunakan IB karena masih diatas nilai minimal (40%) yang 
ditentukan Badan Standarisasi Nasional tahun 1998. Menurut 
Kain et al., (2004) perlakuan ketinggian straw dari permukaan 
nitrogen cair sebesar 10 cm dengan volume nitrogen cair 
delapan liter juga menghasilkan motilitas sperma sebesar 43%. 
Motilitas merupakan salah satu parameter yang paling 
sering digunakan untuk mengevaluasi fertilitas sperma. 
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Motilitas sperma bergantung pada fungsi mitokondria. 
Adenosine Tri Phosphate (ATP) dihasilkan oleh fosforilasi 
oksidatif di dalam membran mitokondria dan ditransfer ke 
mikrotubulus untuk motilitas. Oleh karena itu menurunnya 
motilitas sperma akibat pembekuan diyakini terkait dengan 
kerusakan mitokondria (Januskauskas dan Zillinskas 2002; 
Ruiz Pesini et al., 2001). 
Pada penelitian Sukmawati (2014), motilitas sperma 
pasca thawing mengalami penurunan yang cukup signifikan 
pada semua rumpun sapi yang diuji. Sapi rumpun FH memiliki 
motilitas sperma pasca thawing 40,27±1,10% lebih rendah 
dibandingkan dengan Limousin (41,93±2,63%) dan simmental 
(41,29±1,64%). Total penurunan motilitas pada Limousin 
28,32±1,45% lebih rendah dibandingkan dengan FH 
29,73±1,54% dan Simmental 29,34±1,363%. Penurunan 
motilitas tersebut masih lebih rendah dibandingkan dengan 
laporan penelitian sebelumnya yaitu 30% (Kim et al., 2013). 
Hasil analisis diketahui bahwa motilitas sperma dipengaruhi 
oleh rumpun sapi sebagai sumber semen. Perbedaan motilitas 
antar rumpun sapi diduga disebabkan karena kualitas genetik 
masing-masing pejantan. 
Hilangnya viabilitas sperma yang dibekukan tidak bisa 
dihindari karena selama pengolahan semen, sperma 
mengalami perubahan kondisi lingkungan yang sangat 
ekstrim. Lemma (2011), menyatakan ada dua rentang suhu 
yang rentan terhadap kerusakan sperma selama pembekuan 
yaitu periode pendinginan (0°C sampai -5°C) dan 
pembentukan kristal es (-6°C sampai -15°C). 
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2.5. Implementasi Semen Sapi Semen Sexing  
Inseminasi buatan  adalah salah satu reproduksi yang 
mampu dan telah berhasil untuk meningkatkan mutu genetik 
ternak sehingga dalam waktu pendek dapat menghasilkan anak 
dengan kualitas baik dalam jumlah besar dengan 
memanfaatkan pejantan unggul sebanyak-banyaknya. 
Perbaikan mutu genetik menggunakan inseminasi buatan pada 
sapi perah dapat digunakan sebagai progeny test untuk 
menghasilkan pejantan unggul yang dapat dimanfaatkan 
spermatozoanya (Susilawati, 2011 ). 
Metode inseminasi buatan ada dua macam yaitu 
rektovaginal dan transservikal. Pada hewan seperti sapi 
menggunakan metode rektovaginal yaitu tangan dimasukkan 
ke dalam rektum kemudian memegang bagian servik yang 
paling mudah diidentifikasi karena mempunyai anatomi keras, 
kemudian inseminasi gun dimasukkan melalui vulva, ke 
vagina hingga ke bagian servik. Sedangkan pada babi, 
kambing, dan domba menggunakan metode transservikal. 
Metode transervikal pada kambing dan domba  dapat 
menggunkan spikulum untuk melihat posisi servik,kemudian 
inseminasi gun dimasukkan hingga mencapai servik. 
Sedangkan pada babi menggunakan cattether dan dimasukkan 
hingga kedalam uterus (Susilawati, 2011 ). 
Inseminasi buatan pada sapi merupakan yang pertama 
kali dikembangkan hingga saat ini banyak diaplikasikan pada 
masyarakat dan terbukti dapat meningkatkan produktifitas 
sapi.  
Keberhasilan inseminasi buatan dipengaruhi oleh beberpa hal 
yaitu kualitas semennya, keterampilan sumber daya 
manusianya (dalam memprediksi waktu inseminasi buatan dan 
penempatan semen), dan kondisi fisiologi ternak betinaknya. 
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Parameter kualitas semen yang terpenting adalah konsentrasi 
dan motilitas progresifnya atau total spermatozoa yang 
bergerak ke depan karena hanya spermatozoa yang progresif 
saja yang mampu untuk melakukan fertilisasi. Petugas dinas 
peternakan tingkat propinsi hingga di peternak termasuk 
inseminator wajib mempunyai keterampilan di dalam uji 
kualitas semen, terutama dalam menentukan motilitasnya, hal 
ini karena yang didistribusikan adalah semen yang mampu 
memfertilisasi, sehingga setiap tahapannya penyerahan semen 
beku harus dilakukan uji kualitas semen (Susilawati, 2011). 
Penelitian yang dilakukan Susilawati (2014), bertujuan 
untuk mengetahui perbedaan angka kebuntingan, S/C dan 
persentase kebuntingan pada IB ke I atau CR serta ketepan 
jenis kelamin pedet yang dilahirkan pada sapi Peranakan 
Ongole (PO) melalui IB dengan deposisi semen beku hasil 
sexing yang berbeda konsentrasi di posisi 4 (korpus uteri) dan 
4+ (pangkal kornua uteri). Penelitian dilakukan dua tahap, 
tahap pertama adalah pembekuan spermatozoa hasil sexing di 
Balai Inseminasi Buatan (BIB) Singosari, tahap kedua berupa 
percobaan dilakukan di peternakan sapi PO milik rakyat di 
Kecamatan Pakis Kabupaten Malang. Metode penelitian yang 
digunakan adalah percobaan dengan sampel sebanyak 60 ekor 
sapi PO induk yang diambil secara purposipe sampling dengan 
kriteria: pernah beranak paritas 1–3,siklus birahi normal, tidak 
pernah mengalami gangguan reproduksiatau distokia, anatomi 
alat reproduksinya normal, Body Condition Scor (BCS) antara 
6–7 (skala 1–9 ) dan manajemen pemeliharaan yang relatif 
sama. Pelaksanaan penelitian menggunakan 6 (enam) 
perlakuan, dengan masing-masing ulangan 10 ekor sapi. 
Variabel yang diamati adalah Non Return Rate (NRR), S/C, 
CR dan angka kebuntingan. NRR adalah persentase sapi betina 
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akseptor IB yang tidak kembali lagi birahi selama 20–60 hari 
atau 60–90 hari pasca pelaksanaan IB (Partodihardjo, 1982). 
S/C adalah banyaknya dosis straw yang dipergunakan untuk 
memperoleh sejumlah kebuntingan pada kelompok akseptor 
IB. sedangkan CR merupakan jumlah akseptor yang bunting 
pada IB ke I dibagi jumlah semua akseptor kali 100%. 
Data pengamatan yang diperoleh dianalisa secara 
statistic menggunakan uji Chi-Kuadrat (X²), yaitu tingkat 
kebuntingan dari masing-masing perlakuan IB pada sapi PO 
dengan semen beku hasil sexing metode sentrifugasi gradien 
densitas percoll berkromosom X, Y dan tanpa sexing (XY). 
Pengamatan kebuntingan dievaluasi melalui NRR (0–30) hari, 
(30–60) hari dan (60–90) dan palpasi rektal. Menurut Sudjana 
(1990), Uji X² pada dasarnya adalah pengujian yang 
membandingkan antara frekuensi observasi, yaitu data 
pengamatan yang diperoleh saat melakukan penelitian dengan 
frekuensi harapan. 
 
Tabel 3. Data Persentase Motilitas Spermatozoa 
Variabel  
Spermatozoa X  
( % ) 
Spermatozoa Y  
( % ) 
Kontrol 
( % ) 
Semen segar  75  75  75 
Setelah sexing  55  55  - 
Setelah thawing  35  40  40 
Sumber : Susilawati (2014) 
Semen segar yang digunakan untuk sexing memiliki pH 
6,5; volume 7,2 cc, dan konsentrasi 1.419,2 juta. Setelah 
dilakukan sexing dan pembekuan, spermatozoa mengalami 
penurunan motilitas. Persentase motilitas spermatozoa X dan 
Y setelah pemisahan adalah 55%. Setelah dilakukan thawing, 
persentase motilitas X menurun menjadi 35% sedangkan 
spermatozoa Y menjadi 40%. Hasil tersebut menunjukkan 
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bahwa spermatozoa hasil sexing mempunyai konsentrasi di 
bawah standar SNI, yang meliputi konsentrasi spermatozoa 25 
juta dengan motilitas 40% dan abnormalitas < 20%. 
Pelaksanaan IB menggunakan semen beku hasil sexing yang 
mengandung spermatozoa X dengan 10 ekor sapi pada posisi 4 
menghasilkan 6 ekor (60%) yang bunting, sedangkan di posisi 
4+ juga menghasilkan 6 ekor (60%). Tampak perlakuan 
deposisi semen tidak berpengaruh terhadap angka 
kebuntingan, berarti posisi doposisi tidak memengaruhi 
perjalanan spermatozoa X didalam proses fertilisasi, hal ini 
karena spermatozoa X mempunyai ketahanan hidup lebih 
tinggi dibandingkan dengan spermatozoa Y karena materi 
genetic yang dikandung dalam kepala spermatozoa X lebih 
banyak dari pada spermatozoa Y. Sesuai dengan pendapat 
Hafez (2008), spermatozoa lebih tahan hidup disbanding 
spermatozoa Y. 
Deposisi semen beku hasil sexing yang mengandung 
spermatozoa Y di posisi 4 menghasilkan 7 ekor (70%) yang 
bunting, sedangkan di posisi 4+ menghasilkan 8 ekor (80%). 
Angka kebuntingan ini lebih tinggi dibandingkan dengan IB 
spermatozoa X. Hal ini karena pada spermatozoa X 
konsentrasi yang di-IB-kan lebih rendah yaitu 6 juta dengan 
dobel dosis, sehingga fakta ini menunjukkan bahwa 
konsentrasi 12 juta/straw tidak sama dengan 6 juta/straw 
dengan dobel dosis, selain itu juga karena spermatozoa Y 
geraknya lebih cepat menuju tempat fertilisasi. Sebagai 
perbandingan IB menggunakan spermatozoa tanpa sexing 
(XY) baik di posisi 4 atau 4+, menghasilkan kebuntingan yang 
sama dengan IB menggunakan spermatozoa Y. Hal ini 
dimungkinkan karena konsentrasi spermatozoa tanpa sexing 
(XY) jumlahnya mencapai 25 juta/straw, sehingga kompetisi 
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spermatozoa dalam hal mengadakan pembuahan peluangnya 
lebih besar. Sedangkan spermatozoa Y dengan konsentrasi 12 
juta/straw mempunyai kelebihan yaitu lebih ringan dan 
gerakannya lebih cepat menuju ovum. Selain itu waktu 
pelaksanaan IB, untuk sapi-sapi yang menggunakan 
spermatozoa Y mungkin lebih tepat dibandingkan dengan 
yang lain (Susilawati, 2014). 
Analisa data dengan uji chi-kuadrat (X²) menunjukkan 
bahwa angka kebuntingan dengan semen beku hasil sexing di 
posisi 4 dan 4+ tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan semen 
beku tanpa sexing. Hal ini menunjukkan bahwa angka 
kebuntingan melalui IB menggunakan semen beku hasil sexing 
dengan konsentrasi rendah di posisi 4 dan 4+ dapat mendekati 
bahkan sama khususnya spermatozoa Y dibanding dengan 
hasil IB semen beku tanpa sexing. Data kebuntingan, 
perhitungan CR dan S/C dapat dilihat pada Tabel 4. 
Hasil perhitungan CR untuk spermatozoa X sebesar 
50% dengan S/C 2,00 di posisi 4, dan CR 50% dengan S/C 
1,83 di posisi 4+ lebih rendah dibandingkan dengan CR dan 
S/C untuk spermatozoa Y. Pada posisi 4 CR 70% dengan S/C 
1,42 dan di posisi 4+ CR 80% dengan S/C 1,25. Sama halnya 
dengan spermatozoa XY, CR pada posisi 4 sebesar 70% 
dengan S/C 1,42 dan pada posisi 4+ CR 80% dengan S/C 1,25. 
Berdasarkan pengamatan tersebut, CR dan S/C pada hasil IB 
dengan spermatozoa Y dapat dikatakan baik dan masih dalam 
kisaran normal, sesuai dengan pendapat Hardjopranjoto 
(1995), yang menyatakan bahwa efisiensi reproduksi 
dikatakan baik jika CR dapat mencapai 65%–75%. Hasil 
tersebut menurut Susilawati (2003), lebih baik dari pada 
menggunakan semen sexing dengan metode gradien putih 
telur. Rendahnya CR dan S/C semen beku yang mengandung 
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spermatozoa X kemungkinan disebabkan oleh angka motilitas 
daripada spermatozoanya, atau menurunnya kualitas straw 
akibat dari handling yang kurang baik sehingga untuk sampai 
ditingkat peternak yang terlalu jauh pada saat pelaksanaan IB 
sudah menurun. Menurut Susilawati (2001), spermatozoa 
setelah mengalami proses sentrifugasi banyak yang mengalami 
kerusakan membran, sehingga akan menurunkan kualitasnya. 
Menurunnya kualitas straw tersebut terlihat pada saat 
dilakukan thawing, ada sebagian straw yang melayang di air 
yang menunjukkan bahwa volume udara di dalam straw 
tersebut lebih banyak dibanding dengan yang normal. Faktor 
lain yang memengaruhi rendahnya CR dan S/C adalah umur 
sapi. Hal ini sesuai dengan pendapat Hafez (2008), yang 
menyatakan bahwa semakin tua umur seekor sapi maka akan 
semakin menurun angka kebuntingannya.  
Hasil IB menggunakan semen beku sexing yang 
mengandung spermatozoa X lebih rendah bila dibandingkan 
dengan IB menggunakan spermatozoa tanpa sexing (XY). 
Akan tetapi IB menggunakan semen beku sexing yang 
mengandung spermatozoa Y menghasilkan kebuntingan yang 
sama dengan IB menggunakan semen beku tanpa sexing. 
Secara umum IB dengan spermatozoa X maupun Y, bila 
dibandingkan dengan XY dapat dikatakan lebih baik, karena 
semen beku hasil sexing tersebut konsentrasinya lebih rendah. 
Konsentrasi spermatozoa X hanya 6 juta dengan total 
spermatozoa motil 2,1 juta dengan pelaksanaan IB 2 dosis, dan 
konsentrasi spermatozoa Y hanya 12 juta dengan total 
spermatozoa motil 4,8 juta. Keadaan yang demikian mampu 
menghasilkan kebuntingan yang hampir sama dengan 
kebuntingan yang dihasilkan melalui IB menggunakan semen 
beku tanpa sexing yang berkualitas standart SNI yakni 
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konsentrasi 25 juta dengan motilitas 40% sehingga 
mempunyai jumlah spermatozoa motil sebesar 10 Juta per 
dosis. Hal ini kemungkinan disebabkan karena daya fertilitas 
dan kemampuan bertahan hidup spermatozoa di dalam saluran 
alat kelamin betina yang lebih baik, tingkat kemahiran 
ketrampilan Inseminator,ketepatan diagnosa keberadaan 
folikel deGraaf pada ovarium, dan ketepatan deposisi 
spermatozoa. Sehingga walaupun dengan jumlah spermatozoa 
yang motil hanya 2,1 juta dengan pelaksanaan IB 2 dosis dan 
4,8 juta mampu menghasilkan kebuntingan. Hafez (2008), 
menyatakan bahwa walaupun jutaan spermatozoa 
dideposisikan pada saluran kelamin betina, hanya sedikit 
spermatozoa yang mampu bertahan hidup dan membuahi 
ovum di tempat fertilisasi. Keterampilan Inseminator dan 
ratarata 9,67 ± 2,005 jam pelaksanaan IB setelah ternak 
menunjukkan birahi menggunakan spermatozoa X dan Y 
berpengaruh terhadap keberhasilan kebuntingan. 
 Hafez (2008), menyatakan bahwa keberhasilan 
kebuntingan dengan IB dipengaruhi oleh kualitas semen, 
ketrampilan peternak, ketrampilan Inseminator dan ketepatan 
waktu mengawinkan sapi. Kembali birahinya sapi setelah di 
IB disebabkan oleh beberapa faktor antara lain, karena 
kurangnya perhatian peternak terhadap deteksi birahi dan 
keterlambatan saat melapor sehingga dapat menyebabkan 
keterlambatan saat melaksanakan IB. Musim kemarau pakan 
yang diberikan kualitasnya jelek, sehingga dapat menyebabkan 
kembalinya sapi birahi lagi dan berakibat rendahnya CR dan 
S/C. Jenis kelamin pedet yang dilahirkan sesuai dengan 
perlakuan terdapat pada Tabel 6.3. Berdasarkan pada hasil 
jenis spermatozoa setelah dilakukan sexing dengan metode 
sentrifugasi gradient densitas percoll didapatkan 89% 
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spermatozoa X pada lapisan bawah, sedangkan pada lapisan 
atas didapat spermatozoa Y 89%. Hal ini bila dibandingkan 
dengan data jenis kelain anak yang dihasilkan masih sesuai 
dengan harapan atau perkiraan. Spermatozoa X pada posisi 4 
didapatkan 100% betina, sedang posisi 4+ 83% betina. 
Pada spermatozoa Y pada posisi 4 didapatkan anak 
jantan 71%, sedangkan pada posisi 4+ didapatkan 75%, data 
menunjukkan ketepatan jenis kelamin jantan masih lebih 
rendah dibandingkan proporsi spermatozoa Y yaitu 87%.  
Hasil penelitian  menunjukkan bahwa pada posisi 4+ 
memppunyai kecenderungan menghasilkan anak jantan, hal ini 
karena spermatozoa Y mempunya motilitas lebih cepat 
disbanding spermatozoa X, sehingga apabila posisi IB lebih 
dekat dengan oosit (posisi 4+), maka akan memungkinkan 
terjadinya anak jantan, pernyataan ini ditunjang oleh pendapat 
Hafez (2008), bahwa spermatozoa Y mempunyai motilitas 
lebih cepat disbanding spermatozoa X. Berdasarkan hasil 
penelitian tersebut, dapat disimpulkan bahwa (1) IB 
menggunakan spermatozoa Y yang mempunyai konsentrasi 12 
juta, menghasilkan kebuntingan yang sama dengan tanpa 
sexing dengan konsentrasi 25 juta, sedangkan spermatozoa X 
dengan konsentrasi 6 juta dengan doble dosis hasilnya lebih 
rendah, begitu juga dengan cervis per conception. (2) Hasil IB 
dengan spermatozoa X menghasilkan anak betina sesuai 
dengan proporsi spermatozoa X yaitu diatas 80% (dari 
masing-masing 10 ekor), sedangkan menggunakan 
spermatozoa Y dihasilkan anak jantan lebih rendah dari 
proporsi spermatozoa Y, yaitu hanya sekitar 75%. (3) Deposisi 
semen pada posisi 4+ meningkatkan keberhasilan kebuntingan 
dan jumlah anak yang jantan. 
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BAB III  
MATERI DAN METODE 
 
3.1. Lokasi dan Waktu Penelitian 
 Penelitian ini akan dilaksanakan di Loka Penelitian 
Sapi Potong, Jalan Pahlawan Grati Pasuruan, Jawa Timur. 
Penelitian ini dilakukan dari bulan Januari sampai Maret 2020. 
3.2. Materi Penelitian 
3.2.1 Sampel Semen 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
semen segar yang berasal tiga sapi Peranakan Ongole (PO) 
jantan yang  bermur ± 5 tahun dan memilki berat ± 700 kg. 
Semen segar yang digunakan memiliki kriteria motilitas masa 
≥ 2+ , motilitas individu ≥ 70% dan penampungan dilakukan 
dua kali dalam seminggu. 
3.2.2. Alat dan Bahan 
      Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
sebagai berikut: 
1. Pemeriksaan kualitas semen segar sapi Peranakan 
Onggole (PO) secara mikroskopis dan makroskopis 
 Alat : 
1) Mikroskop cahaya binokuler  
2) Tabung reaksi ukuran 10ml 
3) Obejct glass dan cover glass 
4) Hand tally counter 
5) Haemocytometer  
6) Rak tabung reaksi 
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7) Kertas lakmus 
8) Blue tip 
9) Ose 
 Bahan : 
1) Semen sapi Peranakan Onggole (PO) yang 
berasal dari BBIB Singosari Malang 
2) Pewarna Eosin-Negrosin  (Eosin 0,5 gr, 
Negrosin 2,5 gr, Natrium Sitrat 1,5 gr) 
3) Aquabides  
4) NaCl 3% (NaCl 3 gr + Agubides 100 ml) 
2. Pengenceran semen sapi Peranakan Onggole (PO) 
dengan pengencer Andromed 
 Alat : 
1) Mikropipet  
2) Beaker glass 100 ml 
3) Tabung reaksi 10 ml 
4) Rak tabung reaksi 
5) Blue tipe 
 
 Bahan : 
1) Semen segar sapi Peranakan Onggole (PO) 
yang berasal dari BBIB Singosari Malang 
2) Pengencer Andromed 
 
3. Sexing spermatozoa X dan Y menggunakan 
Sentrifugasi Gradien Densitass Percoll 
 Alat : 
1) Mikropipet & Blue tip  
2) Centrifuge  
3) Beaker glass 100 ml 
4) Tabung reaksi 10 ml 
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5) Rak tabung reaksi 
6) Earlenmayer 500 ml 
7) Alumunium foil 
 Bahan : 
1) Semen sapi Peranakan Onggole (PO) setelah 
diencerkan 
2) Pengencer Andromed 
3) Percoll 
4. Pencucian spermatozoa X dan Y dengan pengencer 
Andromed  
      Alat : 
1) Mikropipet  
2) Centrifuge 
3) Tabung reaksi 10 ml 
4) Rak tabung reaksi 
5) Blue tip  
 Bahan : 
1) Semen sapi Peranakan Ongole (PO) setelah 
disentrifuge dengan kecepatan 2250 rpm dan 
inkubasi 5 menit 
2) Pengencer Andromed 
5. Pemeriksaan uji kualitas semen sapi Peranakan 
Onggole (PO) setelah sexing 
 Alat : 
1) Mikroskop cahaya binokular 
2) Tabung reaksi ukuran 10 ml 
3) Obejct glass dan cover glass 
4) Hand tally counter 
5) Haemocytometer 
6) Rak tabung reaksi 
7) Kertas lakmus 
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8) Blue tip 
9) Ose  
Bahan : 
1) Semen sapi Peranakan Ongole (PO) Pewarna 
eosin-negrosin 
2) Aquabides 
3) NaCl 3 
3.2.3. Metode Penelitian  
 Metode penelitian yang digunakan yaitu metode 
percobaan. Percobaan dilakukan dengan 3 perlakuan volume 
semen saat sexing terdiri dari P0 = 1 ml semen, P2 = 1,5 ml 
semen dan P3 = 2 ml semen, setiap perlakuan dilakukan 
pengulangan sebanyak 10 kali. Persentase yang digunakan 
dalam gradien yaitu 65%, 60%, 55%, 50%, 45%, 40%, 35%, 
30%, 25% dan 20%. Kemudian larutan dari berbagai densitas 
tersebut disusun dalam tabung secara berurutan dari densitas 
tertinggi sampai densitas terendah masing-masing 0,5 ml.  
 
Tabel 4. Perbandingan Gradien Densitas Percoll Dengan 
Pengencer Andromed untuk tiga perlakuan 










65% 1,95 1,05 3 
60% 1,8 1,2 3 
55% 1,65 1,35 3 
50% 1,5 1,5 3 
45% 1,35 1,65 3 
40% 1,2 1,8 3 
35% 1,05 1,95 3 
30% 0,9 2,1 3 
25% 0,75 2,25 3 




Tahapan sexing dengan metode sentrifugasi gradien densitas 
percoll sebagai berikut: 
  
1. Dibuat hitungan volume percoll dan volume Andomed 
2. Dibuat  10 densitas/ konsentrasi : 
 
3. Densitas percoll dimasukka ke dalam tabung mulai 




dalam tabung reaksi secara perlahan menggunakan 
pipet. 
 
4. Semen dimasukkan dalam tabung reaksi sesuai 
perlakuan. Perlakuan volume semen saat sexing : 
 
 
P1 = 1 ml P2 = 1,5 ml  P3 = 2 ml 




6. Endapan bagian bawah dan bagian atas diambil 
masing masing sebanyak 2 ml, diletakan dalam tabung 




7. Dilakukan pencucian 1500 rpm, selama 5 menit 
8. Supernatan dibuang, disisakan 1 ml endapan 
1 ml endapan 
 
9. Dilakukan pengukuran  beberapa parameter : motilitas, 
viabilitas, abnormalitas,TSM, konsentrasi dan 
Proporsi spermatozoa X dan Y 
3.3 Evaluasi Kualitas Semen  
Terdapat dua jenis pemeriksaan yang dilakukan 
terhadap semen yaitu secara makroskopis dan mikroskopis. 
Pemeriksaan secara makroskopis  membutuhkan pengamatan 
mata langsung dan indra pembau sedangakan pemeriksaan 






3.3.1. Pemeriksaan Makroskopis  
Menurut Susilawati (2011), teknik pemeriksaan 
makroskopis adalah 
1. Volume : Volume semen yang sudah 
ditampung pada 1 kali penampungan 
dan diukur. 
2. pH : Diukur dengan cara mengambil 
sedikit semen segar dengan 
menggunakan ose dan diletakkan 
pada kertas lakmus atau pH meter 
kemudian dilihat pH-nya. pH semen 
diuji dengan menggunakan pH BTB 
paper, pH normal semen = 6,2 - 6,8. 
3. Warna : Dilihat pada tabung penampung 
(abnormal = mengandung air, darah, 
rambut preputium, nanah air kotor 
dan bau tidak normal). Semen normal 
berwarna putih kekuningan atau putih 
susu. 
4. Konsistensi : Konsistensi berkorelasi dengan 
konsentrasi spermatozoa. 
Penilaiannya bisa encer (<1000.10
6 













3.3.2. Pemeriksaan Mikrokopis  
3.3.2.1. Motilitas Massa 
 Penilaian motilitas spermatozoa dilakukan setelah 
semen diencerkan atau setelah freezing dan thawing. Motilitas 
massa diamati dengan menggunakan mikroskop tanpa cover 
glass dengan perbesaran 400 kali atau 100 kali pada suhu yang 
dijaga konstan 37°C (Susilawati, 2013). 
  
Kriteria penilaian gerak massa spermatozoa antara lain: 
1. Sangat baik (+++) terlihat adanya gelombang besar, 
banyak, gelap, tebal, dan aktif seperti gumpalan awan 
hitam dekat waktu hujan yang bergerak cepat 
berpindah-pindah tempat; 
2. Baik (++) bila terdapat gelombang-gelombang kecil 
tipis, jarang, kurang jelas dan bergerak lamban; 
3. Kurang baik (+), jika tidak terlihat gelombang 
melainkan gerakan-gerakan individual aktif progresif, 
4. Buruk (0), bila hanya sedikit ada gerakan-gerakan 
individual. 
3.3.2.2. Motilitas Individu 
Penilaian motilitas spermatozoa dilakukan dengan cara 
menempatkan satu tetes spermatozoa pada object glass yang 
ditutup dengan cover glass dan diamati dibawah mikroskop 
pembesaran 400x. Pengamatan dilakukan secara subjektif 
terhadap spermatozoa yang bergerak progresif, dengan angka 
yang diberikan berkisar antara 0 hingga 100% (Audia, Salim 
dan Isnaini, 2017). Pemeriksaan paling kurang dilakukan 5 
(lima) lapang pandang dibawah mikroskop perbesaran 10X10 
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atau 20X40 atau 40X10  dengan menggunakan meja 
penghangat suhu 37º-38º (SNI, 2017).  
3.3.2.3. Persentase Hidup Mati (Viabilitas) 
Ducha, Susilawati, Aulanni‟am dan Wahyuningsih 
(2013), semen (segar dan perlakuan) diteteskan pada gelas 
objek menggunakan ose. Eosin-negrosin diteteskan 
menggunakan ose lain, kemudian keduanya dicampur. 
Campuran semen dengan eosin-negrosin dibuat olesan dengan 
ujung gelas objek yang lain hingga didapatkan olesan 
sepanjang permukaan gelas objek. Preparat ulas dikeringkan 
kemudian diamati dengan mikroskop cahaya dengan 
pembesaran 400x. Spermatozoa yang masih hidup tidak 
berwarna sedangkan yang sudah mati berwarna merah. 
Kemudian ulasan eosin-negrosin yang telah dibuat, 
spermatozoanya dihitung dalam bentuk persentase antara 
spermatozoa yang hidup dan mati. Jumlah spermatozoa yang 
hidup dan mati yang terhitung minimal 200 spermatozoa 
(Susilawati, 2011).  
3.3.2.4. Konsentrasi Spermatozoa 
Pemeriksaan konsentrasi merupakan salah satu syarat yang 
diperlukan untuk mengetahui kuantitas semen segar setelah 
penampungan. Konsentrasi spermatozoa dihitung dengan 
haemocytometer (Indiah dan Wahyuningsih, 2010). Proses 
perhitungan menggunakan haemocytometer dilakukan dengan 
pengisian pipet dengan spermatozoa sampai tanda 0,5, 
kemudian ditambah dengan 3% natrium clorida (NaCl) sampai 
tanda 101 pada pipet. Kemudian pipet dikocok 2-3 menit agar 
larutan homogen, kemudian 2 (dua) tetes dibuang dan dikocok 
kembali lalu dibuang 1 (satu) tetes lagi. Kemudian diteteskan 
satu tetes pada kamar hitung dan diamati lima kotak dengan 
arah diagonal dibawah mikroskop dengan perbesaran 400x. 
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Perhitungan konsentrasi spermatozoa menurut Susilawati 
(2011) adalah sebagai berikut: 




3.3.2.5. Abnormalitas Spermatozoa 
Audia, Salim, Isnaini dan Susilawati (2017), 
berpendapat  bahwa  uji abnormalitas adalah hasil ulasan 
eosin-negrosin untuk uji viabilitas, kemudian dilanjutkan 
pengamatan menggunakan  mikroskop cahaya pembesaran 
400x. Persentase abnormalitas spermatozoa dapat dihitung 
menggunakan rumus : 
 
             ( )  
                           
                               
       
 
3.3.2.6. Total Spermatozoa Motil 
Total spermatozoa motil merupakan hasil perkalian 
antara konsentrasi spermatozoa dengan motilitas spermatozoa 
dalam suatu semen (Muhammad dkk., 2016). Pengamatan 
total spermatozoa motil bertujuan untuk menentukan 
interpretasi nilai fertilitas spermatozoa berdasarkan jumlah 
konsentrasi spermatozoa yang dilakukan pengamatan (Mahfud 
dkk., 2019). Adapun perhitungan total spermatozoa motil 
adalah sebagai berikut: 
Total Spermatozoa Motil (juta/ml) = SM x KS x VS 
Keterangan =  
SM       : Spermatozoa motil (%) 
      KS : Konsentrasi spermatozoa (juta/m l) 
      VS  : Volume semen (ml) 
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Nilai harapan total spermatozoa motil adalah 40 juta/ml, 
berdasarkan ketentuan SNI (Persentase motilitas >40% dan 
konsentrasi spermatozoa > 25 juta/ 0.25 ml atau 100 juta/ ml).  
 
3.3.2.7. Proporsi spermatozoa  
Pemeriksaan morfometri spermatozoa sapi Peranakan 
Ongole dilakukan dengan membuat preparat pewarnaan eosin 
negrosin. Identifikasi morfometri spermatozoa menggunakan 
mikroskop Nikon H600L dengan skala mikrometer perbesaran 
1000X. Pengukuran morfometri meliputi panjang dan lebar 
kepala spermatozoa (Putri dkk., 2015). 
Penentuan spermatozoa kromosom X dan Y 
berdasarkan ukuran panjang kali lebar  pxl  kepala 
spermatozoa, apabila kepala spermatozoa berukuran lebih 
besar atau sama dengan rata-rata  pxl≥x   maka dikategorikan 
sebagai spermatozoa berkromosom X dan apabila ukuran 
kepala spermatozoa lebih kecil dibandingkan rata-rata 
 pxl  x   maka dikategorikan spermatozoa berkromosom   




Lapisan Atas (sperma Y) = 
                   




Lapisan Bawah (sperma X) = 
                    








Penentuan X daan Y  dari 1000 spermatozoa yg diukur 
menggunakan metode morfometrik untuk aplikasi sexing 
melalui identifikasi ukuran-ukuran spermatozoa. Identifikasi 
dengan metode morfometri spermatozoa menggunakan 
mikroskop Olympus 235 yang dilengkapi dengan skala 
micrometer menggunkan perbesaran 400×. Pengukuran 
morfometri meliputi panjang dan lebar kepala spermatozoa. 
Ulasan yang digunakan adalah ulasan untuk pengamatan 
persentase viabilitas (Sholihati dkk, 2017). 
Penentuan spermatozoa X dan Y dilakukan melalui 
perhitungan rata-rata ukuran kepala spermatozoa semen segar 
dengan mikrometer okuler yaitu panjang × lebar kepala 
spermatozoa, kemudian dicari rata-ratanya. Jika ukuran 
spermatozoa yaitu panjang × lebar ≥ rata-rata maka diduga 
sebagai spermatozoa X dan jika < dari rata-rata maka diduga 
sebagai spermatozoa Y. Spermatozoa yang memiliki ukuran 
kepala dibawah rata-rata adalah spermatozoa Y dan yang 
memiliki ukuran kepala sama atau lebih besar dari rata-rata 
adalah spermatozoa X karena spermatozoa X mengandung 
kromatin lebih besar (Garner and Hafez, 2008).  
Tahapan yang lakukan yaitu:  
1. Pemeriksaan ulasan dilakukan dengan  
menggunakan mikroskop cahaya binokuler yang 
dilengkapi dengan mikrometer yang telah 
dikalibrasi pada perbesaran 400× digunakan untuk 
menghitung besar kepala dengan mengalikan 
panjang dan lebar kepala spermatozoa. 
2. Perhitungan proporsi semen pre-sexing sebanyak 
1000 dari semen segar, kemudian dihitung rata-
ratanya. Apabila lebih besar dari rata-rata adalah 
spermatozoa X dan apabila lebih kecil dari rata-
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rata berarti spermatozoa Y, kemudian dihitung 
persentasenya  
3. Data proporsi spermatozoa X dan Y semen segar 
kemudian dilakukan uji Chi-Square untuk 
mengetahui apakah sama dengan nilai harapan 50 
: 50 atau 1 : 1. Bila mendekati 50:50 berarti bisa 
digunakan untuk menetapkan ukuran spermatozoa 





































3.4 Variabel Penelitian 
 
Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah : 
1) Motilitas individu spermatozoa (%) 
2) Motilitas massa spermatozoa (%) 
3) Viabilitas spermatozoa (%) 
4) Abnormalitas spermatozoa (%) 
5) Konsentrasi spermatozoa 
6) Total spermatozoa motil 
7) Proporsi spermatozoa X dan Y 
8) Jumlah straw semen hasil sexing 
 
3.5 Analisis Data 
Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan 3 perlakuan 
dan 11 ulangan menggunakan Microsoft Excel dan dilanjutkan 
dengan menggunakan analisis ragam ANOVA. Apabila ada 
perbedaan pengaruh maka dilanjutkan dengan Uji Jarak 
Berganda Duncan (UJBD). Selanjutnya untuk motilitas, total 
spermatozoa motil dan konsentrasi  serta proporsi di uji 
dengan chi square  
Rumus RAK  
Hijk  = m +Pj + Pk + Pj + (Pj×Pk×Pl) + ejkl 
 
Hijkl= Hasil akibat perlakuan ke-j,  perlakuan ke-k dan 
perlakuan ke-l pada kelompok ke-i 
m = nilai tengah umum  
Pj = pengaruh factor perlakuan ke-j  
Pk = Pengaruh factor perlakuan ke-k  
Pl = Pengaruh factor perlakuan ke-l  
Pj x Pk = Interaksi perlakuan ke j dan perlakuan ke-k 
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e ijk = Eror akibat perlakuan ke-i 
i   1,2,…,u,  u kelompok  
j   1,2,…,p, (p=perlakuan ke-1) 
k   1,2,…,p,  p perlakuam ke-2) 
l   1,2,…, p,  p perlakuam ke-3) 
 






 dengan df= (b-1)(k-1) 
E 
fo=nilai observsi pengamatan 
fe=nilai ekspetasi/ harapan  
b= jumlah baris 
















BAB IV  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1. Hasil Pemeriksaan Semen  
Semen segar dari pejantan sapi Peranankan Ongole 
sebelum digunakan untuk penelitian terlebih dahulu dilakukan 
pengujian untuk mengetahui kualitas semen. Semen diuji 
secara makroskopis dan mikroskopis, setelah itu dilakukan 
perhitungan proporsi spermatozoa X dan Y. Berikut adalah 
hasil pemeriksaan semen segar : 
 
Tabel 5. Hasil Pemeriksaan Semen  
 
  Parameter Nilai ± SD 
Volume 7,8 ±  2,31 
Warna Putih susu 
pH 6,5 ± 0,9 
Motilitas masa (%) ++ 
Motilitas Individu (%) 71,27 ± 3,90 
Viabilitas (%) 86,98 ± 5,42 
Abnormalitas (%) 4,01 ± 0,97 
Konsentrasi (10⁶/ml)          1031,18 ± 121,02 
Persentase spermatozoa X (%) 49,6 ± 1,9 
Persentase spermatozoa Y (%) 50,4 ± 1,9 
 
Berdasarkan data pada Tabel 7, hasil pemeriksaan 
makroskopis dapat diketahui warna semen adalah putih susu 
dan memiliki pH 6,5± 0,9. Warna dan pH semen segar pada 
penelitian ini sesuai dengan pendapat Susilawati (2011), 
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semen normal memiliki pH 6,2-6,8 dan warna putih 
kekuningan atau putih susu. 
Hasil pemeriksaan untuk motilitas masa semen segar 
penelitian ini adalah ++ dengan motilitas individu 71,27 ± 3,90 
%. Motilitas masa semen penelitian ini  dapat dikatakan 
„‟Baik‟‟ (++) karena terdapat gelombang-gelombang kecil 
tipis, jarang, dan bergerak agak lamban. Hasil tersebut sesuai 
pendapat Susilawati (2013), motilitas masa semen segar yang 
dapat dikatakan “Baik” (++) bila terdapat gelombang-
gelombang kecil tipis, jarang, kurang jelas dan bergerak 
lamban. Semen yang digunakan dalam penelitian ini memiliki 
motilitas lebih baik dari pada semen yang digunkan penelitian  
Fatahillah (2016),  yang menunjukkan motilitas massa semen 
sebesar ++ dan motilitas individu 70,00 %. Standar pembuatan 
semen cair yang harus dipenuhi adalah motilitas massa ++ 
sampai dengan +++, motilitas individu ≥ 70%, dengan 
demikian dapat dinyatakan bahwa kualitas semen yang 
digunakan pada penelitian ini sudah memenuhi standar. 
Menurut SNI 2017, semen harus memiliki minimal nilai 
motilitas individu sebesar 70 % supaya dapat diproses 
lanjutan.   
Persentase viabilitas semen segar pada penelitian ini 
mencapai 86,98 % ± 5,42. Nilai viabilitas tersebut masih dapat 
dikatakan baik meski nilai tersebut lebih rendah dibandingkan 
dengan semen segar yang digunkan penelitian oleh Fatahillah 
(2016), yang menunjukan angka viabilitas semen segar sapi 
sebesar 92,12 % ± 1,42. Nilai viabiitas semen yang digunakan 
untuk perlakuan sexing harus memiliki nilai yang tinggi 
,sehingga ketika mendapatkan perlakuan sexing  nilai 
viabiitasnya tidak mengalami penurunan yang drastis.  
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Hasil pengamatan rata-rata persentase abnormalitas 
semen segar pada penelitian ini diperoleh 4,01 % ± 0,9, hal ini 
tergolong rendah dan dapat dikatakan kualitas spermatozoa 
semen segar ini adalah baik, semakin rendah proporsi 
spermatozoa abnormal maka semakin baik kualitas 
spermatozoa tersebut, semen yang memiliki abnormalitas 
tinggi akan berpengaruh terhadap feritilitas. Menurut Hafez 
and Hafez (2008), bahwa batas maksimal nilai abnormalitas 
yaitu 20 %, semen yang memiliki abnormalitas diatas 20% 
tidak layak untuk dilakukan proses lanjutan. Rata-rata 
persentase abnormalitas semen segar pada penelitian ini sangat 
layak untuk dilakukan proses lanjutan sexing sentrifugasi 
gradient percoll karena hanya sekitar  4,01%  ± 0,97. 
Jumlah konsentrasi spermatozoa semen segar pada 
penelitian ini didapat 1031,18 ± 121,02 10⁶/ml, nilai 
konsentrasi tersebut dapat dikatakan normal karena menurut 
Garner and Hafez  (2000), standar konsentrasi spermatozoa 
sapi adalah 800 × 10⁶/ml – 2000 × 10⁶/ml. 
Data pada Tabel  menunjukkan proporsi Spermatozoa X 
semen segar sebesar 49,6% ± 1,9 dan Spermatozoa Y 50,4% ± 
1,9. Jumlah tersebut didapat dari pengukuran kepala 
spermatozoa sebagai dasar penentuan spermatozoa X dan Y. 
Pengukuran panjang dan lebar spermatozoa dilakukan dengan 
menggunakan micrometer yang dipasangkan pada lensa 
mikroskop. Langkah pertama yang dilakukan adalah kalibrasi 
antara mikrometer okuler dengan mikrometer objektif untuk 
memperoleh ukuran yang sebenarnya. Hasil kalibrasi 
diperoleh angka 2,56 sehingga hasil perhitungan oleh 
mikrometer okuler dikalikan angka kalibrasi 2,56 untuk 
memperoleh ukuran sebenarnya dengan satuan mikro  μm . 
Penentuan spermatozoa X dan Y dilakukan melalui 
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perhitungan rata-rata ukuran kepala spermatozoa semen segar 
dengan mikrometer okuler yaitu panjang × lebar kepala 
spermatozoa, kemudian dicari rata-ratanya. Jika ukuran 
spermatozoa yaitu panjang × lebar ≥ rata-rata maka diduga 
sebagai spermatozoa X dan jika < dari rata-rata maka diduga 
sebagai spermatozoa Y. Spermatozoa yang memiliki ukuran 
kepala dibawah rata-rata adalah spermatozoa Y dan yang 
memiliki ukuran kepala sama atau lebih besar dari rata-rata 
adalah spermatozoa X karena spermatozoa X mengandung 
kromatin lebih besar (Garner and Hafez, 2008). Spermatozoa 
Y umumnya lebih kecil kepalanya, lebih ringan dan lebih 
pendek dibandingkan dengan spermatozoa X, sehingga 
spermatozoa Y lebih cepat dan lebih banyak bergerak serta 
kemungkinan materi genetik dan DNA yang dikandung 
spermatozoa Y lebih sedikit dari pada spermatozoa X 
(Ericsson dan Glass, 1982 dalam Hafez, 2008 dalam 








A.          
B.  
 
Gambar 4. Pengukuran Panjang & Lebar Spermatozoa 
Menggunakan Micrometer 
Keterangan:   
A. Pengukuran panjang kepala spermatozoa 
B. Pengukuran lebar kepala spermatozoa 
Sumber : Dokumentasi Penelitian  
 
Penelitian ini mendapatkan hasil bahwa pengukuran 
3000 kepala spermatozoa sapi peranakan Ongole dari tiga 
pejantan didapatkan panjang kepala rata-rata 9,16 ± 0,27 µm 
dan lebar kepala rata-rata 4,86 ± 0,12  µm. Hasil pengukuran 
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besar kepala spermatozoa (panjang x lebar) pada semen segar 
diperoleh rata-rata 44,64 ± 0,38 µm
2
. Hasil pengukuran besar 
kepala spermatozoa pada penelitian ini lebih besar adari pada 
hasil penelitian Susilawati dkk (1999) dalam Susilawati 
(2014), menyatakan bahwa pengukuran 2000 kepala 
spermatozoa sapi didapatkan panjang kepala rata-rata 
8,75±0,25 µm dan lebar kepala rata-rata 4,12±0,22 µm. Hasil 
pengukuran besar kepala spermatozoa (panjang x lebar) pada 




4.2. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-rata 
Konsentrasi Spermatozoa  
Data rata-rata konsentrasi spermatozoa hasil sexing 
dengan gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
Andromed dengan tiga perlakuan volume semen segar  1 ml, 
1,5 ml dan 2 ml sebagai berikut:  
 
Tabel 6. Rata-Rata Konsentrasi Spermatozoa Hasil Sexing 
Rata-Rata Konsentrasi spermatozoa (10⁶ /ml)  ± SD 
Perlakuan P1(1 ml semen) P2 (1,5 ml semen) P3 (2 ml semen) 
Lapisan 
Atas 416,4a ± 52,93 572,6b ± 33,29 808,2c ± 130,70 
Lapisan 
Bawah  354,6a ± 70,02 520,1b ± 51,78 674,8c ± 98,05 
 
Berdasarkan Tabel 6, hasil pengamatan pada perlakuan 
menit memperlihatkan bahwa rata-rata konsentrasi dilapisan 
atas memiliki jumlah lebih banyak dibandingkan lapisan 
bawah. Hal ini dimungkinkan karena pada saat proses 
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sentrifugasi 5 menit pemisahan antara lapisan atas dan lapisan 
bawah kurang berjalan dengan sempurna, sehingga pada 
lapisan atas masih banyak tersisa populasi spermatozoa yang 
seharusnya turun ke lapisan bawah. Spermatozoa dengan berat 
yang ringan akan berada pada lapisan atas sedangkan 
spermatozoa yang berat atau memiliki ukuran yang lebih besar 
akan berada pada lapisan bawah dan cenderung lebih cepat 
membentuk endapan apabila dilakukan sentrifugasi (Hafez, 
2008). Berdasarkan penelitian terdahulu, Fatahillah, Susilawati 
dan Isnaini (2016), menyatakan bahwa adanya daya 
sentrifugal saat terjadinya sentrifugasi menyebabkan 
spermatozoa tertarik ke bawah dan membentuk endapan yang 
lebih banyak dibandingkan lapisan atas. Spermatozoa yang 
tertarik ke bawah akan berusaha menembus medium pemisah. 
Spermatozoa akan menempati posisi sesuai dengan densitas 
masing-masing dan sesuai dengan berat spermatozoa tersebut. 
Semakin lama waktu sentrifugasi maka akan semakin banyak 
endapan yang terbentuk pada lapisan bawah.   
 
 






















Berdasarkan Grafik 1, hasil pengamatan dari percobaan 
yang dilakukan, pada lapisan atas  P3 memiliki konsentrasi 
spermatozoa sebanyak 808,2 x 10⁶/ml ± 130,70  ini lebih 
tinggi dari pada P2 memiliki konsentrasi spermatozoa 
sebanyak 572,6 x 10⁶/ml ± 33,29. Sedangkan P2 miliki 
konsentrasi lebih banyak dari pada P1 yang hanya sebanyak 
416,4 x 10⁶/ml ± 52,93. Hasil pengamatan dari percobaan 
yang dilakukan, pada lapisan bawah perlakuan  P3 memiliki 
konsentrasi spermatozoa sebanyak 674,8 4 x 10⁶/ml ± 98,05  
ini lebih tinggi dari pada perlakuan P2 memiliki konsentrasi 
spermatozoa sebanyak 520,1 4 x 10⁶/ml ± 51,78. Sedangkan 
P2 memiliki konsentrasi lebih banyak dari pada perlakuan P1 
yang hanya sebanyak 354,6 x 10⁶/ml ± 70,02. 
Perlakuan P3 menghasilkan konsentrasi tertinggi 
dibandingkan P1 dan P2. Hasil pengamatan perlakuan P3  
lapisan atas memiliki konsentrasi spermatozoa sebanyak 808,2 
x 10⁶/ml ± 130,70 dan  P3  lapisan bawah  memiliki 
konsentrasi spermatozoa sebanyak 674,8 x 10⁶/ml ± 98,05. 
Hal ini dapat disebabkan karena jumlah volume semen segar 
yang digunakan pada masing masing perlakuan berbeda. 
Semen segar yang digunakan P1=1 ml , P2=1,5 ml dan P3=2 
ml. Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui bahwa semakin 
banyak semen awal yang digunakan untuk proses sexing 
semakin banyak juga konsentrasi spermatozoa yang 
didapatkan. Semakin tinggi konsentrasi spermatozoa semakin 
bagus kwalitasnya dan semakin banyak straw yg dapat 
diproduksi. 
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa rata-rata 
konsentrasi spermatozoa hasil sexing masing masing 
perlakuan (P1, P2 dan P3) pada lapisan atas  berbeda nyata 
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(P<0,05) dengan lapisan bawah. Konsentrasi spermatozoa 
hasil sexing masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3)  pada 
lapisan bawah  berbeda nyata (P<0,05). Sedangkan konsentrasi 
spermatozoa hasil sexing masing masing perlakuan (P1,P2 dan 
P3) pada lapisan atas berbeda nyata (P<0,05) lebih tinggi 
dibandingkan lapisan bawah. Rata-rata motilitas semen sexing 
lapisan atas perlakuan P3 memenuhi nilai harapan terhadap 
Motilitas Semen Sexing menurut SNI 2017. Chisquare hitung 
> Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa perlakuan P1,P2, 
dan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata (P<0,05) 
terhadap motilitas semen sexing lapisan atas. Chisquare hitung 
> Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa perlakuan P1,P2, 
dan p3memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat nyata 
(P<0,1) terhadap motilitas semen exing lapisan atas.  
 
 4.3. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-Rata 
Persentase Motilitas  Spermatozoa  
Data rata-rata presentase motilitas spermatozoa hasil 
sexing dengan gradien densitas percoll menggunakan 
pengencer Andromed dengan tiga perlakuan volume semen 
segar  1 ml, 1,5 ml dan 2 ml sebagai berikut:  
 
Tabel 7. Rata-Rata Persentase Motilitas Spermatozoa 
Hasil Sexing 
Rata-Rata Persentase Motilitas Spermatozoa Hasil Sexing (%)  ± SD 
   Perlakuan P1 (1 ml semen) P2 (1,5 ml semen) P3 (2 ml semen) 
   Lapisan Atas 55,7 ± 5,18 54,1 ± 3,73 53,3 ± 3,60 
   Lapisan Bawah  54,7 ± 4,36 53,8 ± 3,34 52,8 ± 3,06 
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Rata-rata persentase motilitas spermatozoa hasil sexing 
secara keseluruhan perlakuan berdasarkan Tabel 7, memiliki 
angka lebih rendah dari motilitas semen segar. Susilawati, 
Sumitro dan Susanto (1997) dalam Fatahilah (2016), 
menyatakan bahwa penurunan motilitas ini dikarenakan 
pengaruh mekanis saat sentrifugsi dan juga disebabkan oleh 
medium spermatozoa dan suhu selama proses berlangsung 
sehingga terjadi penurunan motilitas spermatozoa. 
Motilitas spermatozoa hasil sexing pada lapisan atas 
berdasarkan tabel memiliki rata-rata yang lebih tinggi dari 
pada lapisan bawah. Hasil pengamatan pada semen hasil 
sexing dapat diketahui bahwa lapisan atas yang diduga 
terdapat spermatozoa Y lebih banyak dan lapisan bawah yang 
diduga terdapat  lebih banyak spermatozoa X. Spermatozoa Y 
memiliki motilitas lebih tinggi dibandingkan spermatozoa X. 
Hafez (2018), menyatakan bahwa spermatozoa X mengandung 
kromatin lebih banyak di kepalanya, sehingga mengakibatkan 
ukuran kepala spermatozoa X lebih besar. Karena spermatozoa 
Y mengandung kromatin lebih sedikit di kepalanya sehingga 
menyebabkan spermatozoa Y memiliki ukuran kepala lebih 
kecil. Ukuran kepala dan jumlah muatan kromatin yang lebih 
sedikit inilah yang menyebabkan spermatozoa Y lebih ringan 
dan cepat dalam bergerak. 
Saili (1999) dalam Fatahillah (2016), menyatakan 
bahwa  perbedaan motilitas spermatozoa pada lapisan atas dan 
bawah juga bisa disebabkan karena adanya perbedaan jarak 
yang ditempuh spermatozoa. Jarak untuk menembus pada 
lapisan bawah lebih jauh sehingga motilitas lapisan bawah 
lebih sedikit dibanding lapisan atas. Selama menempuh jarak 
tersebut, spermatozoa membutuhkan energi yang semakin 
besar disetiap jarak yang ditempuh untuk menembus densitas 
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yang paling tinggi, sedangkan tidak cukup tersedia energi bagi 





Grafik  2. Rata-rata Persentase Motilitas semen Hasil Sexing   
Hasil pengamatan terhadap rata-rata persentase motilitas 
berdasarkan  grafik 2 bahwa, pada lapisan atas  perlakuan P1 
memiliki rata-rata persentase motilitas spermatozoa sebanyak 
55,7% ± 5,18 ini lebih tinggi dari pada P2 memiliki rata-rata 
persentase motilitas spermatozoa sebanyak 54,1% ± 3,73. 
Sedangkan perlakuan P2 memiliki nilai rata-rata persentase 
motilitas lebih banyak dari pada perlakuan P1 yang hanya 
sebanyak 53,3% ± 3,60.  
Hasil pengamatan dari percobaan yang dilakukan, pada 
lapisan bawah perlakuan P1 memiliki persentase motilitas 
spermatozoa sebanyak 54,7% ± 4,36 nilai ini lebih tinggi dari 
pada perlakuan P2 memiliki rata-rata persentase motilitas 



























memiliki nilai rata-rata  persentase motilitas lebih banyak dari 
pada perlakuan P1yang hanya sebanyak 52,8 % ± 3,06. 
Nilai rata-rata persentase motilitas spermatozoa pada 
percobaan yang telah dilakukan didapakan hasil semakin 
banyak volume semen segar yang digunakan dalam sexing 
dengan metode sentrifugasi gradient percoll maka semakin 
rendah nilai rata-rata  persentase motilitas spermatozoa. 
Semakin tinggi nilai persentase motilitas spermatozoa maka 
semakin bagus kualitas spermatozoa. Nilai persentase motilitas 
spermatozoa semen sexing yang tinggi bertujuan mengurangi 
penurunan kwalitas nilai semen lebih, apabila semen hasil 
sexing akan dilakukan proses lanjutan. Karena apabila 
dilakukan proses lanjutan seperti pembekuan maka nilai 
motilitas semen harus diatas 40 % hal ini didasarkan pada SNI 
2017.  
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa perlakuan yang 
diberikan berpengaruh terhadap rata-rata persentase motilitas 
spermatozoa hasil sexing antara lapisan bawah dan atas. 
Masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3) pada lapisan atas 
berbeda nyata (P<0,05) dengan lapisan bawah. Persentase 
motilitas spermatozoa hasil sexing masing masing perlakuan 
(P1,P2 dan P3)  pada lapisan bawah  tidak berbeda nyata 
(P>0,05). Sedangkan persentase motilitas spermatozoa hasil 
sexing masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3) pada lapisan 
atas tidak berbeda nyata (P<0,05). Persentase motilitas 
spermatozoa hasil sexing pada lapisan atas. Rata-rata Motilitas 
Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan P1,P2 dan P3 
memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017.Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 
menunjukan bahwa perlakuan P1,P2 dan P3 memberikan 
perbedaan pengaruh yang nyata (P<0,05) terhadap Motilitas 
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Semen Sexing Lapisan Atas. Chisquare hitung > Chisquare 
tabel 0,1 menunjukan bahwa perlakuan P1,P2 dan P3 
memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat nyata (P<0,1) 
terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas.  
Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah  perlakuan 
P1,P2 dan P3 memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas 
Semen Sexing menurut SNI 2017. Chisquare hitung > 
Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa perlakuan P1,P2 dan 
P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata (P<0,05) 
terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah. Chisquare 
hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa perlakuan 
P1,P2 dan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P<0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
4.4. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-Rata 
Persentase Viabilitas Spermatozoa 
 
Penilaian viabilitas dilakukan dengan cara mengambil 
satu ose semen diletakkan pada object glass lalu ditambah 
dengan larutan satu ose eosin-negrosin kemudian 
dihomogenkan dan dibuat preparat ulas yang tipis dengan 
sudut 45° kemudian dikeringkan serta diamati mikroskop 
perbesaran 400 kali (Susilawati, 2013; Susilawati, 2016). 
Viabilitas merupakan salah satu indikator penentu kualitas 
semen karena berhubungan dengan daya hidup spermatozoa. 
Persentase viabilitas spermatozoa dapat dihitung dengan 
melihat reaksi spermatozoa terhadap zat warna tertentu,  
spermatozoa yang hidup tidak berwarna, sedangkan 
spermatozoa yang mati akan menyerap warna (Yumte, 





Gambar 5. Preparat Pengamatan Penilaian Viabilitas 
Spermatozoa Sexing 
Keterangan : A = Spermatozoa mati 
      B = Spermatozoa hidup  
Sumber : Dokumentasi Penelitian  
 
 Spermatozoa yang hidup akan berwarna putih terang 
(transparan) sedangkan yang mati berwarna 
merah.  Spermatozoa yang sudah mati tidak dapat 
mempertahankan membrane selnya terhadap eosin sehingga 
pewarna eosin terserap. Menurut  Bjorndahl et al., (2004), 
bahwa komponen warna eosin akan masuk ke dalam sel yang 
mengalami kerusakan membran plasma dan membentuk warna 
merah muda keunguan, sedangkan nigrosin akan mewarnai 
latar bidang yang dievaluasi. Integritas membran plasma 
merupakan prasyarat bagi kelangsungan hidup spermatozoa 





terganggu atau rusak maka akan mengakibatkan kondisi 
osmotik terganggu sehingga meyebabkan terjadinya kebocoran 
intraseluler diantaranya akan memengaruhi perombakan ATP 
dan mempengaruhi motilitas spermatozoa (Bohlooli et al., 
2012).  
Data rata-rata persentase viabilitas spermatozoa hasil 
sexing dengan gradien densitas percoll menggunakan 
pengencer Andromed dengan tiga perlakuan volume semen 
segar  1 ml, 1,5 ml dan 2 ml sebagai berikut:  
 
 Tabel 8 Rata-rata Persentase Viabilitas Spermatozoa 
Hasil Sexing 
    Rata-Rata Persentase Viabilitas Spermatozoa Hasil Sexing (%)  ± SD 




(1,5 ml semen) 
P3 
(2 ml semen) 
  Lapisan Atas 69,7 ± 13,63 70,8 ± 10,90 68,6 ± 9,76 
  Lapisan Bawah  68,0 ± 16,52 70,0 ± 13,40 71,2 ± 8,46 
 
Hasil pengamatan berdasarkan tabel 8 bahwa, rata-rata 
persentase viabilitas spermatozoa setelah sexing pada semua 
perlakuan mengalami penurunan dari semen segar (86,98% ± 
5,42). Persentase viabilitas spermatozoa hasil sexing pada 
lapisan bawah berdasarkan tabel memiliki rata-rata yang lebih 





Grafik  3  Rata-rata Viabilitas Semen Hasil Sexing  
Berdasarkan grafik 3,  hasil pengamatan nilai persentase  
viabilitas tertinggi pada lapisan atas yaitu perlakuan P2 dengan 
nilai 70,8 % ± 10,90 dan pada lapisan bawah nilai persentase  
viabilitas tertinggi pada perlakuan P3 dengan nilai 71,2% ± 
8,46. Sedangkan nilai persentase  viabilitas terendah yaitu 
perlakuan P1 dengan nilai 69,7 %± 13,63 pada lapisan atas 
dan nilai 68,0% ± 16,52 pada lapisan bawah. Semakin tinggi 
nilai rata-rata persentase  viabilitas spermatozoa maka semakin 
bagus kualitas spermatozoa.  
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa perlakuan 
yang diberikan tidak berpengaruh terhadap rata-rata persentase 
viabilitas spermatozoa hasil sexing pada masing masing 
perlakuan (P1, P2 dan P3) pada lapisan atas tidak berbeda 
nyata (P>0,05) dengan lapisan bawah. Perlakuan yang 
diberikan (P1, P2 dan P3)  pada lapisan atas tidak berbeda 
nyata (P>0,05) terhadap persentase viabilitas spermatozoa 
hasil sexing. Sedangkan persentase viabilitas spermatozoa 
hasil sexing masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3) pada 



























persentase viabilitas spermatozoa hasil sexing lebih tinggi 
dibandingkan lapisan atas. 
4.5. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-Rata Persentase 
Abnormalitas Spermatozoa 
Abnormalitas merupakan keadaan dimana spermatozoa 
mengalami kecacatan pada salah satu atau seluruh bagian 
tubuh spermatozoa (Munazaroh, Wahyuningsih dan Ciptadi, 
2013). Nilai abnormalitas sperma pada sapi sekitar 20% 
menyebabkan fertilitas akan menurun. Abnormalitas diatas 
20% tidak layak untuk dilakukan proses selanjutnya (Hafez 
and Hafez, 2008). Uji abnormalitas pada penelitian ini 
menggunakan ulasan hasil eosin-negrosin untuk uji viabilitas, 
kemudian dilanjutkan pengamatan dibawah mikroskop cahaya 
pembesaran 400X.  
 
 








Keterangan :   
A = spermatozoa normal  
B = spermatozoa abnormal primer  
         C = spermatozoa abnormal tersier (ekor melengkung) 
         D = spermatozoa abnormal tersier (ekor patah) 
         E = spermatozoa abnormal tersier  
               (kepala terpisah dengan ekor)  
 
Abnormalitas dibedakan menjadi primer, sekunder atau 
tersier. Abnormalitas primer yang berhubungan dengan kepala 
dan akrosom, abnormalitas sekunder terjadi ketika adanya 
sitoplasmic droplet pada mid piece pada ekor. Abnormalitas 
tersier adalah kelainan pada ekor, presentase spermatozoa 
yang intak akrosomnya adalah penting untuk uji kualitas 
spermatozoa (Susilawati, 2011). Abnormalitas yang banyak 
ditemukan pada penelitian ini termasuk abnormalitas tersier, 
yaitu, ekor patah, ekor melengkung dan kepala terpisah 
dengan ekor (Gambar 6). 
Data rata-rata presentase Abnormalitas spermatozoa 
hasil sexing dengan gradien densitas percoll menggunakan 
pengencer Andromed dengan tiga perlakuan volume semen 
segar  1 ml, 1,5 ml dan 2 ml dapat dilihat pada Tabel 9. 
Tabel 9. Rata-rata Persentase Abnrmalitas Spermatozoa 
Hasil Sexing 




(1 ml semen) 
P2 
(1,5 ml semen) 
P3 
(2 ml semen) 
Lapisan Atas 4,9 ± 1,28 4,6 ± 1,25 4,8 ± 1,33 
Lapisan 
Bawah  4,7 ± 1,46 4,6 ± 1,21 5,0 ± 0,97 
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Nilai rata-rata persentase abnormalitas spermatozoa 
setelah perlakuan sexing pada semua perlakuan mengalami 
peningkatan dari semen segar dengan nilai 4,01 % ± 0,97. 
Nilai rata-rata persetase abnormalitas pada penelitian ini 
secara keseluruhan tergolong sangat baik, karena dibawah 
20%. Nilai ini tergolong masih dalam batas karena menurut 
Hafez and Hafez (2008), bahwa semen yang memliki 




Grafik  4. Rata-rata Abnormalitas Semen Hasil Sexing   
Berdasarkan grafik 4 tersebut, nilai rata-rata persentase 
abnormalitas terendah dimiki oleh perlakuan P2 dengan 
presentase abnormalitas lapisan atas 4,6 %  ± 1,25 dan lapisan 
bawah 4,6 % ± 1,21. Hasil perhitungan statistik diketahui 
bahwa perlakuan yang diberikan (P1, P2 dan P3) tidak 
memberikan pengaruh terhadap Nilai rata-rata persentase 
abnormalitas spermatozoa hasil sexing. Masing masing 
perlakuan (P1, P2 dan P3) pada lapisan atas memberikan hasil 
yang tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan lapisan bawah. 



























sexing masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3)  pada lapisan 
atas tidak berbeda nyata (P>0,05). Sedangkan Nilai rata-rata 
persentase abnormalitas spermatozoa hasil sexing masing 
masing perlakuan (P1,P2 dan P3) pada lapisan bawah tidak 
berbeda nyata (P>0,05).  
 
4.6. Pengaruh Perlakuan Terahadap Rata-Rata 
Total Spermatozoa Motil  
Data rata-rata total spermatozoa motil hasil sexing 
dengan gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
Andromed dengan tiga perlakuan volume semen segar  1 ml, 
1,5 ml dan 2 ml dapat dilihat pada Tabel 10.  
 
Tabel 10. Rata-Rata Total Spermatozoa Motil Hasil Sexing 
 
 
Total spermatozoa motil pada penelitian ini 
sebagaimana pendapat Susilawati (2011),  didapat dari hasil 
perhitungan volume semen × konsentrasi × presentase 
motilitas individu, kemudian dilakukan perhitungan rata-rata 
dari 11 ulangan dan diperoleh data seperti yang terlihat pada 
Tabel 10.  
 
Perlakuan P1 (1 ml semen) P2 (2 ml semen) P3 (3 ml semen)
Lapisan Atas 333,1 ± 50,31 471,4 ± 52,94 670,8 ± 110,57
Lapisan Bawah 277,0 ± 59,16 428,5 ± 63,84 555,7 ± 77,24




Grafik  5 Rata-Rata Persentase Total Spermatozoa Motil 
Semen Hasil Sexing  
 
Berdasarkan grafik 5 tersebut, hasil pengamatan dari 
percobaan yang dilakukan, pada lapisan atas  perlakuan P3 
memiliki total spermatozoa motil  sebanyak 670,8 ± 110,57 ini 
lebih tinggi dari pada P2 memiliki rata-rata total spermatozoa 
motil  sebanyak 471,4 ± 52,94. Sedangkan perlakuan P2 
memiliki nilai rata-rata total spermatozoa motil  lebih banyak 
dari pada perlakuan P1 yang hanya sebanyak 333,1 ± 50,31. 
Grafik 5 menunjukan  bahwa pada lapisan bawah perlakuan P3 
memiliki rata-rata total spermatozoa motil  sebanyak 555,7 ± 
77,24 nilai ini lebih tinggi dari pada perlakuan P2 memiliki 
rata-rata total spermatozoa motil  sebanyak 428,5 ± 63,84. 
Sedangkan perlakuan P2 memiliki nilai rata-rata total 
spermatozoa motil  lebih banyak dari pada perlakuan P1yang 
hanya sebanyak 277,0 ± 59,16. Hasil pengamatan pada 
keseluruhan perlakuan  yang diberikan memperlihatkan bahwa 
rata-rata total spermatozoa motil dilapisan atas memiliki 























P3 memiliki nilai rata-rata total motilitas spermatozoa tertinggi 
dibandingkan perlakuan lain.  
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa pelakuan 
yang diberikan berpengaruh terhadap rata-rata total 
spermatozoa motil hasil sexing. Masing masing perlakuan (P1, 
P2 dan P3) pada lapisan atas  berbeda nyata (P>0,05) dengan 
lapisan bawah. Rata-rata total spermatozoa motil hasil sexing 
masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3)  pada lapisan bawah 
berbeda nyata (P<0,05). Sedangkan rata-rata total spermatozoa 
motil hasil sexing masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3) 
pada lapisan atas berbeda nyata (P<0,05) dan lebih tinggi 
dibandingkan lapisan bawah. Rata-rata total spermatozoa motil 
hasil sexing lapisan atas perlakuan P1, P2, dan P3 memenuhi 
nilai harapan terhadap  total spermatozoa motil  menurut SNI 
2017 yaitu 10 juta/straw. . Chisquare hitung > Chisquare tabel 
0,05 menunjukan bahwa perlakuan y (P1, P2, dan P3) 
memberikan perbedaan pengaruh yang nyata (P<0,05) 
terhadap total spermatozoa motil semen sexing lapisan atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan (P1,P2, dan P3) memberikan  perbedaan pengaruh 
yang sangat nyata (P<0,1) terhadap total spermatozoa motil 
semen sexing lapisan atas. Rata-rata otal spermatozoa motil 
hasil sexing lapisan bawah perlakuan P1 P2 dan P3 memenuhi 
nilai harapan terhadap Total Spermatozoa Motil Semen Sexing 
menurut SNI 2017. Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 
menunjukan bahwa perlakuan (P1, P2, dan P3) memberikan 
perbedaan pengaruh yang nyata (P<0,05) terhadap total 
spermatozoa motil lapisan bawah. Chisquare hitung > 
Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa perlakuan (P1, P2, dan 
P3) memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat nyata 
(P<0,1) terhadap konsentrasi semen sexing lapisan bawah. 
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4.9. Pengaruh Pelakuan Terhadap Rata-Rata 
Proporsi Spermatozoa  
Proses sentrifugasi pada perlakuan sexing diperoleh dua 
lapisan yaitu lapisan atas dan lapisan bawah. Spermatozoa Y 
didapatkan dari endapan pada lapisan atas sedangakan 
Spermatozoa X didapatkan dari endapan pada lapisan bawah.  
 
4.9.1. Pengaruh Pelakuan Terhadap Rata-Rata 
Proporsi Spermatozoa Y  
Data rata-rata proporsi spermatozoa Y  hasil sexing 
dengan gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
Andromed dengan tiga perlakuan volume semen segar  1 ml, 
1,5 ml dan 2 ml sebagai berikut:  
 
Tabel 11 Rata-Rata Proporsi Spermatozoa Y Hasil 
Sexing   
Rata-Rata Proporsi Spermatozoa Y Hasil Sexing  (%) ± SD 
Perlakuan P1 (1 ml semen) P2 (1,5 ml semen) P3 (2 ml semen) 
Lapisan Atas 81,3
a
 ± 2,24  82,1
ab
 ± 1,76 83,6
c
± 2,01 
Lapisan Bawah   25,4 ± 3,47 25,2 ± 2,89 24,8 ± 2,89 
 
Lapisan atas memiliki rata-rata proporsi spermatozoa Y  
lebih tinggi dari pada lapisan bawah karena spermatozoa Y 
memiliki berat jenis yang lebih kecil dari pada spermatozoa X, 
sehingga spermatozoa Y lebih banyak yang tidak cepat turun 
ke lapisan bawah. Spermatozoa Y pada lapisan bawah tetap 
masih bisa ditemukan meskipun tidak sebanyak spermatozoa 
X. Spermatozoa Y masih terdapat di lapisan bawah mungkin 
disebabkan karena proses sentrifugasi yang tidak sempurna. 
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Penentuan jenis spermatozoa didalam penelitian ini 
menggunakan uji morfometri  yaitu dengan melakukan 
pengukuran terhadap panjang dan lebar kepala spermatozoa 
lalu dikalikan untuk mendapatkan ukuran besar kepala 
spermatozoa. Apabila hasil pengukuran dibawah ukuran rata 
rata besar kepala spermatozoa maka diklasifikasikan 
spermatozoa Y .  
Ukuran kepala spermatozoa sapi PO penelitian ini 
didapatkan panjang kepala rata-rata 9,16 ± 0,27  µm dan lebar 
kepala rata-rata 4,86 ± 0,12 µm. Ukuran rata-rata spermatozoa 
yaitu 44,64 ± 0,38 µm
2
 diambil dari pengitungan 3000 
spermatzoa semen segar. Hasil pengukuran tersebut lebih 
besar dari pada hasil penelitian Susilawati dkk (1999) dalam 
Susilawati (2014), bahwa pengukuran 2000 kepala 
spermatozoa sapi didapatkan panjang kepala rata-rata 
8,75±0,25 µm dan lebar kepala rata-rata 4,12±0,22 µm. Hasil 
pengukuran besar kepala spermatozoa (panjang x lebar) pada 




Grafik  6 Rata-Rata Proporsi Spermatozoa Y Semen Hasil     
Sexing  
 
81,3 82,1 83,6 




















Berdasarkan grafik 6 rata-rata hasil penghitungan 
proporsi Y pada perlakuan P3 dengan menggunakan volume 
semen awal 2 ml memiliki rata-rata proporsi spermatozoa Y 
tertinggi dari perlakuan lainya yaitu pada lapisan atas sebesar 
83,6% ± 2,01. Perlakuan P1 memiliki rata-rata proporsi 
spermatozoa Y tertinggi dari perlakuan lainya sebesar 25,4% ± 
3,47  pada lapisan bawah. Sedangkan perlakuan P1 memiliki 
rata-rata proporsi spermatozoa sebesar 81,3%  ± 2,24 pada 
lapisan atas, jumlah rata-rata proporsi ini paling rendah 
dibanding kedua perlakuan lain. Perlakuan P3 memiliki 
jumlah rata-rata proporsi spermatozoa sebesar 24,8% ± 2,89 
pada lapisan bawah, jumlah ini  paling rendah dibandingkan 
dibanding kedua perlakuan lain. Semakin banyak volume 
semen awal yang digunakan untuk perlakuan sexing maka 
akan semakin tinggi pula rata-rata proporsi spermatozoa Y 
pada lapisan atas. 
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa perlakuan 
(P1, P2 dan P3) tidak berpengaruh  (P>0,05) terhadap rata-rata 
proporsi spermatozoa Y  hasil sexing antara lapisan bawah 
dengan lapisan atas. Rata-rata proporsi spermatozoa Y  hasil 
sexing perlakuan P1 dan P3 pada lapisan atas berbeda nyata 
(P<0,05). Rata-rata proporsi spermatozoa Y  hasil sexing 
masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3)  pada lapisan bawah 
tidak berbeda nyata (P>0,05).  
Rata-rata proporsi spermatozoa Y semen sexing lapisan atas  
perlakuan P1, P2, dan P3 memenuhi nilai harapan terhadap 
proporsi spermatozoa Y hasil sexing menurut SNI 2017 yaitu 
80 % : 20 %. Hasil uji chisquare yang diketahui bahwa;. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan (P1, P2, dan P3) tidak memberikan perbedaan 
pengaruh yang nyata (P>0,05) terhadap proporsi spermatozoa 
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Y semen sexing lapisan atas. Chisquare hitung < Chisquare 
tabel 0,1 menunjukan bahwa perlakuan (P1, P2, dan P3)  tidak 
memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat nyata (P>0,1) 
terhadap proporsi spermatozoa Y semen sexing lapisan atas.  
4.9.2. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-Rata 
Proporsi Spermatozoa X  
Data rata-rata proporsi spermatozoa X  hasil sexing 
dengan gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
Andromed dengan tiga perlakuan volume semen segar  1 ml, 
1,5 ml dan 2 ml sebagai berikut:  




Lapisan bawah memiliki rata rata proporsi spermatozoa 
X  lebih tinggi dari pada lapisan atas karena spermatozoa X 
memiliki berat jenis yang lebih besar dari pada spermatozoa 
Y, sehingga spermatozoa X lebih banyak yang cepat turun ke 
lapisan bawah. Spermatozoa X pada lapisan atas tetap masih 
bisa ditemukan meskipun tidak sebanyak spermatozoa Y. 
Spermatozoa X masih terdapat di lapisan atas mungkin 
disebabkan karena proses sentrifugasi yang tidak sempurna. 
Penentuan jenis spermatozoa didalam penelitian ini 
menggunakan uji morfometri  yaitu dengan melakukan 
pengukuran terhadap panjang dan lebar kepala spermatozoa 
lalu dikalikan unuk mendapatkan ukuran besar kepala 
spermatozoa. Apabila hasil pengukuran luas kepala diatas 
Perlakuan P1 (1 ml semen) P2 (2 ml semen) P3 (3 ml semen)
Lapisan Atas 18,7 ± 2,24 17,9 ± 1,76 16,4  ± 2,01
Lapisan Bawah 76,6 ± 3,47 74,8 ± 2,89 75,2 ± 2,89
Rata-Rata Proporsi Spermatozoa X Hasil Sexing (%) ± SD
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ukuran rata rata besar kepala spermatozoa maka 
diklasifikasikan spermatozoa X. Ukuran rata-rata spermatozoa 
yaitu 44,64 ± 0,38 diambil dari pengitungan 3000 spermatzoa.  
 
 
Grafik  7 Rata-Rata Proporsi Spermatozoa X Semen Hasil 
Sexing  
Berdasarkan grafik 7 rata-rata hasil penghitungan 
proporsi X pada perlakuan P3 dengan menggunkan volume 
semen awal 2 ml memiliki proporsi spermatozoa X tertinggi 
dari perlakuan lainya yaitu pada lapisan bawah sebesar 74,6 % 
± 3,47. Perlakuan P1 memiliki proporsi spermatozoa X 
tertinggi dari perlakuan lainya sebesar 18,7 %  ± 2,24  pada 
lapisan atas. Sedangkan perlakuan P2 memiliki proporsi 
spermatozoa sebesar 74,8
 
%  ± 2,89 pada lapisan bawah, 
jumlah proporsi ini paling rendah dibanding kedua perlakuan 
lain. Perlakuan P3 memiliki jumlah proporsi spermatozoa 
sebesar 16,4 %   ± 2,01 pada lapisan bawah, jumlah ini  paling 
rendah dibandingkan dibanding kedua perlakuan lain. Semakin 
banyak volume semen awal yang digunakan untuk perlakuan 
74,6 74,8 75,2 























sexing maka akan semakin tinggi pula roporsi spermatozoa X 
pada lapisan bawah. 
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa masing 
masing perlakuan (P1,P2 dan P3) tidak berpengaruh nyata 
(P>0,05) terhadap rata-rata jumlah proporsi spermatozoa X 
hasil sexing anatara lapisan atas dengan lapisan bawah. Rata-
rata proporasi spermatozoa X hasil sexing masing-masing 
perlakuan (P1,P2 dan P3)  pada lapisan bawah tidak berbeda 
nyata (P>0,05). Sedangkan rata-rata proporsi spermatozoa X 
hasil sexing perlakuan P1 dan P3 pada lapisan atas tidak 
berbeda nyata (P>0,05) dan lebih rendah dibandingkan lapisan 
bawah. Rata-rata proporsi spermatozoa X semen sexing 
lapisan bawah perlakuan P1, P2, dan P3 tidak memenuhi nilai 
harapan terhadap Proporsi Spermatozoa X hasil sexing 
menurut SNI 2017 yaitu 80 % : 20 %. Hasil Uji chisquare 
yang diketahui bahwa; Chisquare hitung < Chisquare tabel 
0,05 menunjukan bahwa perlakuan (P1, P2, dan P3) tidak 
memberikan perbedaan pengaruh yang nyata (P>0,05) 
terhadap proporsi spermatozoa X semen sexing lapisan bawah. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan (P1, P2, dan P3) tidak memberikan  perbedaan 
pengaruh yang sangat nyata (P>0,1) terhadap proporsi 
spermatozoa X semen sexing lapisan bawah.  
4.10. Pengaruh Perlakuan Terhadap Rata-Rata 
Jumlah Straw Hasil Sexing 
Data rata-rata jumlah straw spermatozoa hasil sexing 
dengan gradien densitas percoll menggunakan pengencer 
Andromed dengan tiga perlakuan volume semen segar  1 ml, 




Tabel 13 Rata-Rata Jumlah Straw Spermatozoa  Hasil Sexing 
 
Rata-rata jumlah straw spermatozoa hasil sexing 
didapatkan dari konsentrasi spermatozoa hasil sexing setiap 
perlakuan dibagi jumlah minimum spermatozoa 25 juta. Hal 
ini didasarkan pada SNI 2017, bahwa dalam satu straw harus 
terdapat minimum 25 juta spermatozoa. Straw X diproduksi 
dari spermatozoa hasil sexing  yang diambil dari lapisan atas 
dan Staw Y diproduksi dari spermatozoa yang diambil dari 
lapisan bawah. Hal yang dipertimbangkan dalam pemilihan 
asal lapisan spermatozoa karena adanya proporsi yang sesuai 
harapan. yaitu dengan rasio 80% ; 20%. Misalnya lapisan atas 
berdasarkan pengamatan penelitian ini mengandung rasio rata-
rata presentase proprorsi spermatozoa Y minimal 80 sehingga 
dapat digunakan untuk produksi straw sexing. Berdasarkan  
tabel 13 hasil pengamatan dari percobaan yang dilakukan pada 
lapisan atas,  perlakuan P3 memiliki rata-rata jumlah straw 
spermatozoa Y hasil sexing sebanyak 32,3 straw ± 5,23 ini 
lebih tinggi dari pada P2 yang memiliki rata-rata jumlah straw 
spermatozoa Y hasil sexing sebanyak 22,9  straw  ± 1,33. 
Sedangkan perlakuan P2 memiliki nilai rata-rata jumlah straw 
spermatozoa  hasil sexing y lebih banyak dari pada perlakuan 
P1 yang hanya sebanyak  16,7 straw ± 2,12.  
 
Perlakuan P1 (1 ml semen) P2 (2 ml semen) P3 (3 ml semen)
Lapisan Atas 81,3 ± 2,24  82,1 ± 1,76 83,6 ± 2,01
Lapisan Bawah  25,4 ± 3,47 25,2 ± 2,89 24,8 ± 2,89




Grafik  8. Proyeksi Jumlah Straw Semen Sexing SGDP sapi 
Peranakan Ongole  
 
Berdasarkan grafik 8, hasil proyeksi jumlah straw 
semen sexing dengan sentrifugasi gradient percolle pada 
lapisan bawah hasil sentrifugasi, didapati perlakuan P3 
memiliki rata-rata jumlah straw spermatozoa X hasil sexing 
sebanyak 27,1 straw ± 3,91 ini lebih tinggi dari pada P2 
memiliki rata-rata jumlah straw spermatozoa X hasil sexing 
sebanyak 20,9 straw ± 2,02. Sedangkan perlakuan P2 memiliki 
nilai rata-rata jumlah straw spermatozoa X hasil sexing lebih 
banyak dari pada perlakuan P1 yang hanya sebanyak 13,9 
straw ± 2,63. 
Berdasarkan pengamatan nilai rata-rata jumlah straw 
spermatozoa  hasil sexing yang tertinggi yaitu pada perlakuan 
P3. Semakin banyak semen awal yang digunakan untuk 
perlakuan sexing maka semakin banyak juga straw yang dapat 
dihasilkan. Semakin banyak rata-rata jumlah straw 


































efektif perlakuan yang diberikan dalam efisiensi biaya 
produksi.  
Hasil perhitungan statistik diketahui bahwa Perlakuan 
masing masing perlakuan (P1, P2 dan P3) berpengaruh nyata 
(P<0,05) terhadap rata-rata jumlah straw spermatozoa Y hasil 
sexing antara lapisan bawah dengan lapisan atas. Masing-
masing perlakuan (P1,P2 dan P3 memberikan pengaruh yang 
berbeda nyata (P<0,05) terhadap rata-rata jumlah straw 
spermatozoa X hasil sexing)  pada lapisan bawah. Sedangkan 
masing-masing perlakuan (P1,P2 dan P3) memeberikan 
pengaruh yang berbeda nyata (P<0,05) terhadap rata-rata 
jumlah straw spermatozoa  hasil sexing masing pada lapisan 
atas dan lebih tinggi dibandingkan lapisan bawah. 
 
 
Rincian Biaya untuk setiap proses sexing dengan 
metode sentrifugasi gradien densitas percoll menurut 
Susilawati (2014), 
 
Tabel 14 Rincian Biaya Untuk Setiap Proses Sexing SGDP 
 
 
Tabel 14 diatas merupakan rincian harga produksi per 
straw untuk setiap proses sexing dengan metode sentrifugasi 
NO Jenis Pembiayaan Harga 
1 Bahan & alat penampungan 101.500,00Rp     
2 bahan & alat pemeriksaan kualitas 52.250,00Rp       
3 percoll 119.500,00Rp     
4 andromed 32.500,00Rp       
5 operator penampungan 300.000,00Rp     
6 Biaya operator laboratorium 900.000,00Rp     
1.505.750,00Rp  Total harga  produksi per proses 
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gradien densitas percoll setiap perlakuan apabila merujuk pada 
rincian biaya untuk setiap proses sexing dengan metode 
sentrifugasi gradien densitas percoll menurut Susilawati 
(2014), maka diperoleh perhitungan biaya sebagai berikut: 
 
Tabel 15 Rincian Harga Produksi Per Straw Setiap Perlakuan 
 
 
Rincian Biaya dalam setiap proses sexing dengan 
metode sentrifugasi gradient densitas percoll menurut 
Susilawati (2014), sebanyak Rp.1.505.750,00. Harga produksi 
per straw untuk setiap proses sexing dengan metode 
sentrifugasi gradien densitas percoll setiap perlakuan 
didapatkan dengan cara membagi total harga produksi 
perproses dengan jumlah straw yang diperoleh dari setiap 
perlakuan. Hasil percobaan berdasarkan tabel 15 yang 
dilakukan jumlah straw yang dihasilkan pada perlakuan P3 
memiliki harga produksi paling rendah dari pada perlakuan 
lainya (P1dan P2) yaitu sebesar Rp.25,521,00 per straw. 
Sedangkan P2 memiliki harga produksi sebesar Rp.35,851,00 
per straw, ini  lebih rendah dari pada P1 yang memilki harga 
produksi paling mahal dari pada perlakuan lain (P2 dan P3) 
yaitu sebesar Rp.25,521,00. Semakin banyak jumlah straw 
yang dihasilkan dalam setiap proses sexing maka semakin 
rendah total harga produksi untuk setiap straw. Hasil 
percobaan menunjukan bahwa semakin banyak semen awal 
yang digunakan untuk perlakuan sexing maka semakin banyak 
Perolehan straw /proses (dibulatkan) P1 P2 P3
Spermatozoa Y 16 straw 22 straw 32  straw
Spermatozoa X 13 straw 20  straw 27  straw
Total Harga Produksi per straw Rp.51,922,00 Rp.35,851,00 Rp.25,521,00 
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juga straw yang dapat dihasilkan sehingga semakin rendah 































BAB V  
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1.  KESIMPULAN  
1. Perlakuan sexing dengan metode Sentrifugasi 
Gradien Densitas Percoll terhadap kualitas dan 
proporsi  spermatozoa X dan Y sapi Peranakan 
Ongole (PO) menggunakan volume semen yang 
berbeda berpengaruh terhadap konsetrasi 
spermatozoa, total spermatozoa motil dan proporsi 
spermatozoa. 
2. Volume awal semen 1 ml (P1) 1,5 ml (P2) dan 2 
ml (P3) yang digunakan untuk proses sexing 
metode Sentrifugasi Gradien Densitas Percoll  
dapat menghasilkan straw berkwalitas sesuai SNI-
4869-1 tahun 2017.  
3. Jumlah straw yang dihasilkan disetiap proses 
sexing pada setiap perlakuan volume awal yang 
berbeda yaitu; P1 (1 ml ) menghasilkan 16 straw 
spermatozoa Y dan 13 spermatzoa X. P2 (1,5 ml ) 
menghasilkan 22 straw spermatozoa Y dan 20 
spermatozoa X. P3 (2 ml ) menghasilkan 32 straw 
spermatozoa Y dan 27 spermatozoa X. 
Perlakuan P3 dengan menggunakan semen segar 2 
ml dapat memaksimalkan proses sexing dengan 
menghasilkan straw sexing yang paling banyak 
sehingga biaya produksi setiap straw-nya paling 








Saran untuk Proses sexing dengan metode sentrifugasi 
gradien densitas percoll dapat menggunakan semen awal 2 ml 
dan dapat dilakukan penelitian lebih lanjut pada proses 
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 Lampiran 1 Tabel Data Pemeriksaan Secara 




















































































































































































































































































































































































































































Lampiran 2 Tabel Data Pemeriksaan Secara 
Mikroskopis Semen Segar  




















































































NO P1 P2 P3
1 88,4 78,8 78,3
2 85,1 84,9 53,2
3 51,5 60,3 58,4
4 65,5 72,7 71,6
5 80,8 86,0 81,0
6 55,8 53,9 70,1
7 59,0 66,7 55,0
8 73,4 76,6 73,6
9 76,9 77,7 77,1
10 51,2 60,3 62,2
11 78,9 61,4 74,1
Rata- rata 69,7 70,8 68,6
sd 13,63 10,90 9,76







































Lampiran 5 Tabel Data Olah Statistka Anova: Two-





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap motilitas semen 
pada lapisan Atas. 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 147 49 1
2 3 150 50 7
3 3 164 54,66667 9,333333
4 3 163 54,33333 1,333333
5 3 169 56,33333 17,33333
6 3 171 57 1
7 3 167 55,66667 2,333333
8 3 156 52 1
9 3 155 51,66667 30,33333
10 3 179 59,66667 10,33333
11 3 173 57,66667 36,33333
P1 11 613 55,72727 26,81818
P2 11 595 54,09091 13,89091
P3 11 586 53,27273 13,01818
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 336,969697 10 33,69697 3,364599 0,010054 2,347878
Columns 34,36363636 2 17,18182 1,715582 0,205287 3,492828
Error 200,3030303 20 10,01515
Total 571,6363636 32





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap motilitas semen 







Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 151 50,33333 1,333333
2 3 157 52,33333 21,33333
3 3 160 53,33333 4,333333
4 3 161 53,66667 12,33333
5 3 166 55,33333 16,33333
6 3 159 53 3
7 3 158 52,66667 0,333333
8 3 159 53 1
9 3 159 53 13
10 3 178 59,33333 9,333333
11 3 167 55,66667 44,33333
P1 11 602 54,72727 19,01818
P2 11 592 53,81818 11,16364
P3 11 581 52,81818 9,363636
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 162,1818 10 16,21818 1,390491 0,253806 2,347878
Columns 20,06061 2 10,0303 0,859964 0,438244 3,492828
Error 233,2727 20 11,66364
Total 415,5152 32













Uji Anova: Two-Factor Konsentrasi Semen Lapisan 





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan yang 
diberikan  berpengaruh terhadap hasil atau nilai 
motilitas semen antara lapisan atas dengan bawah. 
Dilanjutkan Uji Duncan. 




Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
p1 2 770,9545455 385,4773 1907,934917
p2 2 1092,681818 546,3409 1378,125
p3 2 1483 741,5 8905,057851
lapisan atas 3 1797,181818 599,0606 38914,76102
lapisan bawah 3 1549,454545 516,4848 25638,85193
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 127144,2417 2 63572,12 64,77089543 0,015204 19
Columns 10228,13361 1 10228,13 10,42100473 0,08404 18,51282





Berdasarkan uji duncan Perlakuan memiliki perbedaan 
nyata antar P1, P2, P3 terhadap motilitas semen antara 
lapisan atas dengan bawah. 
 
Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas 
SD 0,10925913
TABEL DUNCAN 2 3
6,085 6,085
DMRT 0,664841803 0,664841803
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 55,22727273 55,89211453 c





KONSENTRASI SEMEN CAIR LAPISAN ATAS (Y)
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 1857,5 619,1667 41027,58
2 3 1813,5 604,5 52861
3 3 1785,5 595,1667 42378,58
4 3 1523 507,6667 16136,33
5 3 2013,5 671,1667 71356,33
6 3 1903,5 634,5 37615,75
7 3 1838 612,6667 39207,58
8 3 1844,5 614,8333 43269,33
9 3 2087,5 695,8333 78203,08
10 3 1598,5 532,8333 20297,33
11 3 1504 501,3333 32183,08
P1 11 4580 416,3636 2801,255
P2 11 6298,5 572,5909 1108,391
P3 11 8890,5 808,2273 17082,87
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 116977,9 10 11697,79 2,517081 0,037831 2,347878
Columns 856124,7 2 428062,4 92,10866 8,12E-11 3,492828




Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap konsentrasi 
semen pada lapisan Atas. Maka dilanjut dengan Uji 
Duncan sebagai berikut: 
 
Kesimpulan: antar perlakuan P1, P2, dan P3 memiiki 











TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 59,3614 62,38291
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRTSIMBOL
P1 416,3636 475,725 a





































Konsetrasi Semen Sexing Lapisan Bawah 
 
Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap konsentrasi 
KONSENTRASI SEMEN CAIR LAPISAN BAWAH (X)
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 1568,5 522,8333 13788,58
2 3 1386,5 462,1667 55706,33
3 3 1401 467 21669,25
4 3 1401 467 27207,25
5 3 1798,5 599,5 42329,25
6 3 1548,5 516,1667 18356,58
7 3 1557 519 17152
8 3 1595 531,6667 13599,08
9 3 1907,5 635,8333 58790,08
10 3 1481,5 493,8333 28259,08
11 3 1399 466,3333 22725,58
P1 11 3900,5 354,5909 4902,141
P2 11 5721 520,0909 2681,341
P3 11 7422,5 674,7727 9614,368
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 96867,08 10 9686,708 2,57929 0,034182 2,347878
Columns 564054,7 2 282027,4 75,09573 5,02E-10 3,492828
Error 75111,42 20 3755,571
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semen pada lapisan bawah. Maka dilanjut dengan Uji 
Duncan sebagai berikut: 
 
 
Kesimpulan: antar perlakuan P1, P2, dan P3 memiiki 
konsentrasi semen lapisan bawah  yang berbeda sangat nyata. 
 
 
Uji Anova: Two-Factor Konsentrasi Semen Lapisan 
Atas dengan Bawah 
SD 18,47743393
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 53,3628292 56,07901199
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 354,5909091 407,9537383 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan yang 
diberikan berpengaruh terhadap terhadap konsentrasi 
semen antara lapisan atas dengan bawah. 
Dilanjutkan Uji Duncan. 




Anova: Two-Factor Without Replication
rata-rata konsentrasi sperma lapisan atas lapisan bawah
SUMMARY Count Sum Average Variance
p1 2 770,9545455 385,4773 1907,934917
p2 2 1092,681818 546,3409 1378,125
p3 2 1483 741,5 8905,057851
lapisan atas 3 1797,181818 599,0606 38914,76102
lapisan bawah 3 1549,454545 516,4848 25638,85193
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 127144,2417 2 63572,12 64,77089543 0,015204 19
Columns 10228,13361 1 10228,13 10,42100473 0,08404 18,51282





Berdasarkan uji duncan Perlakuan memiliki perbedaan 
nyata antar P1, dengan P2 juga P3 pada lapisan atas dan 
bawah. Perlakuan P2 dan P3 tidak berbeda nyata 
terhadap konsentrasi semen lapisan atas dengan bawah. 
. 
Viabilitas Semen Cair Lapisan Atas 
SD 12,78991842
TABEL DUNCAN 2 3
6,085 6,085
DMRT 77,82665362 77,82665362
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 771,0 848,8 a
P2 1092,7 1170,5 b




Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap viabilitas semen 
pada lapisan atas. 
 
Viabilitas Semen Cair Lapisan Bawah 
VIABILITAS SEMEN CAIR LAPISAN ATAS (Y)
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 245,4085 81,80282 32,43268
2 3 223,1929 74,39765 338,2971
3 3 170,2783 56,75945 21,64475
4 3 209,8085 69,93617 14,98348
5 3 247,7691 82,58969 8,642864
6 3 179,801 59,93367 78,90745
7 3 180,6831 60,22769 35,1282
8 3 223,5922 74,53074 3,328849
9 3 231,611 77,20366 0,1867
10 3 173,6958 57,89859 34,49143
11 3 214,3317 71,44389 81,54204
Rata- rata 3 209,1065 69,70218 1,272328
P1 12 836,0484 69,6707 168,8499
P2 12 850,1468 70,84557 108,0637
P3 12 823,0833 68,59028 86,62955
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 2727,796 11 247,9814 4,291754 0,001783 2,258518
Columns 30,53588 2 15,26794 0,264238 0,770193 3,443357





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap viabilitas semen 
pada lapisan bawah. 
 
Uji Anova: Single Factor Viabilitas Semen Lapisan 
Atas dengan Bawah 
VIABILITAS SEMEN CAIR LAPISAN BAWAH (X)
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 229,8117 76,60389 175,0565
2 3 256,7165 85,57218 46,39434
3 3 167,9442 55,9814 183,8004
4 3 169,0046 56,33488 30,55899
5 3 249,6593 83,21978 50,8994
6 3 195,1768 65,05894 26,35554
7 3 192,1312 64,04373 32,01962
8 3 235,5762 78,5254 0,004792
9 3 226,9901 75,66338 0,927117
10 3 155,3179 51,77264 58,52759
11 3 222,4824 74,16081 6,92963
P1 11 748,2941 68,02673 273,0119
P2 11 769,6451 69,96774 179,4842
P3 11 782,8719 71,17018 71,50406
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 4072,401 10 407,2401 6,975672 0,000123 2,347878
Columns 55,34688 2 27,67344 0,474022 0,629311 3,492828





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan yang 
diberikan tidak memberikan hasil atau nilai yang  
pengaruh nyata terhadap viabilitas semen antara lapisan 





Uji Anova: Single Factor Abnormalitas Semen 
Lapisan Atas 
 
Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap abnormalitas 
semen pada lapisan atas. 
 
ABNORMALITAS SEMEN CAIRLAPISAN ATAS (Y)
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 19,70963 6,569878 0,891413
2 3 16,92856 5,642853 3,398979
3 3 14,16644 4,722147 0,176544
4 3 14,7214 4,907134 2,044143
5 3 10,8565 3,618833 1,120864
6 3 15,60363 5,201211 1,466281
7 3 13,55582 4,518605 0,056771
8 3 14,91115 4,970383 0,69396
9 3 15,46681 5,155603 1,21152
10 3 11,05101 3,683671 1,044364
11 3 10,56998 3,523326 0,314102
P1 11 54,44976 4,949978 1,628756
P2 11 50,3152 4,574109 1,562985
P3 11 52,77597 4,797816 1,769355
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 25,5595 10 2,55595 2,1254 0,072587 2,347878
Columns 0,786413 2 0,393207 0,326971 0,724887 3,492828




Uji Anova: Single Abnormalitas Semen Lapisan 
Bawah 
 
Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap abnormalitas 
semen pada lapisan bawah. 
 
Uji Anova: Two- Factor Abnormalitas Semen 
Lapisan Atas dengan Bawah 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 15,55837 5,186122 2,286776
2 3 20,47575 6,825251 0,22474
3 3 15,55318 5,184394 0,339009
4 3 12,65792 4,219305 0,310027
5 3 9,864516 3,288172 0,18031
6 3 11,42646 3,80882 1,383627
7 3 13,70592 4,568641 0,971762
8 3 16,09138 5,363793 0,359052
9 3 15,22442 5,074808 0,27936
10 3 14,50608 4,835359 2,771028
11 3 12,24826 4,082752 0,521139
P1 11 51,29984 4,663621 2,11909
P2 11 50,98839 4,635309 1,455456
P3 11 55,02402 5,002184 0,945468
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 26,86323 10 2,686323 2,929963 0,019531 2,347878
Columns 0,916753 2 0,458376 0,499949 0,613943 3,492828





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan yang 
diberikan tidak memberikan hasil atau nilai yang  
pengaruh nyata terhadap abnormalitas semen antara 
























































































































































































































































































































































Uji Anova: Single Factor Total Spermatozoa Motil 
Semen Lapisan Atas 
 
Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap total spermatozoa 
semen pada lapisan Atas. Maka dilanjut dengan Uji 
Duncan sebagai berikut: 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 1370,79 456,93 24893,99
2 3 1313,375 437,7917 25501,24
3 3 1418,18 472,7267 29912,14
4 3 1245,545 415,1817 10997,99
5 3 1779,11 593,0367 49846,23
6 3 1618,99 539,6633 31323,87
7 3 1545,985 515,3283 31099,53
8 3 1480,51 493,5033 40363,42
9 3 1715,71 571,9033 66259,25
10 3 1428,115 476,0383 23051,03
11 3 1312,74 437,58 22026,52
Rata- rata 3 1475,368 491,7894 28825,24
P1 12 3997,244 333,1036 2300,574
P2 12 5657,231 471,4359 2548,314
P3 12 8049,944 670,8286 11114,67
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 99204,01 11 9018,547 2,59713 0,027284 2,258518
Columns 691805,8 2 345902,9 99,61192 9,41E-12 3,443357
Error 76395,11 22 3472,505
Total 867404,9 35




Kesimpulan:  antar perlakuan P1, P2, dan P3 memiiki 
rata-rata total spermatozoa pada lapisan atas yang berbeda 
sangat nyata. 
 
Uji Anova: Single Factor Total Spermatozoa Motil 
Semen Lapisan Bawah 
SD 17,76744994
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 51,31239544 53,92421058
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 333,1036364 384,4160318 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap total spermatozoa 
semen pada lapisan bawah. Maka dilanjut dengan Uji 
Duncan sebagai berikut: 
 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 1197,235 399,0783 8746,098
2 3 1022,45 340,8167 32160,97
3 3 1112,195 370,7317 16272,33
4 3 1137,31 379,1033 23670,06
5 3 1607,85 535,95 36072,42
6 3 1228,22 409,4067 15131,27
7 3 1327,97 442,6567 20454,16
8 3 1212,39 404,13 13322,31
9 3 1469,995 489,9983 28568,39
10 3 1339,43 446,4767 22013,48
11 3 1217,02 405,6733 19059,04
P1 11 3046,55 276,9591 3499,938
P2 11 4713,13 428,4664 4076,143
P3 11 6112,385 555,6714 5965,654
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 92801,97 10 9280,197 4,355326 0,002498 2,347878
Columns 428325,7 2 214162,8 100,5096 3,68E-11 3,492828
42615,39 20 2130,77
Total 563743 32




Kesimpulan:  antar perlakuan P1, P2, dan P3 memiiki 
rata-rata total spermatozoa pada lapisan bawah yang berbeda 
sangat nyata. 
 
Uji Anova: Single Factor Total Spermatozoa Motil 
Semen Lapisan Atas dengan Bawah 
SD 13,91784
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 40,19473 42,24065
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRTSIMBOL
P1 276,9591 317,1538 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan yang 
diberikan memberikan hasil atau nilai yang  pengaruh 
nyata terhadap total spermatozoa semen antara lapisan 
























































































































































































































































































































































Dilanjut Uji Duncan. 
 
Berdasarkan uji duncan Perlakuan memiliki perbedaan 
sangat nyata antar P1, P2, P3 terhadap total spermatozoa 
semen antara lapisan atas dengan bawah. 
 
 
Uji Anova: Two- Factor Proporsi Spermatozoa Y 
Semen Lapisan Atas 
 
SD 11,09751635
TABEL DUNCAN 2 3
6,085 6,085
DMRT 67,52838697 67,52838697
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 305,0313636 372,5597506 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap proporsi 
spermatozoa Y semen pada lapisan Atas. Maka dilanjut 
dengan Uji Duncan sebagai berikut: 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 246 82 0
2 3 244 81,33333 2,333333
3 3 251 83,66667 4,333333
4 3 245 81,66667 5,333333
5 3 254 84,66667 0,333333
6 3 249 83 9
7 3 245 81,66667 9,333333
8 3 246 82 9
9 3 246 82 13
10 3 243 81 4
11 3 248 82,66667 2,333333
P1 11 894 81,27273 5,018182
P2 11 903 82,09091 3,090909
P3 11 920 83,63636 4,054545
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 35,33333 10 3,533333 0,81882 0,615239 2,347878
Columns 31,69697 2 15,84848 3,672753 0,043797 3,492828
Error 86,30303 20 4,315152
Total 153,3333 32





Kesimpulan:  antar perlakuan P1dengan P3 memiiki 
rata-rata proporsi spermatozoa Y semen pada lapisan Atas 
pada yang berbeda sangat nyata. Sedangan perlakuan P2 
memiiki rata-rata proporsi spermatozoa Y semen pada lapisan 
Atas pada yang tidak berbeda nyata dengan hasil P1dan P3.. 
 
Uji Anova: Single Factor Proporsi Spermatozoa X 
Semen Lapisan Atas 
SD 0,62632779
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 1,80883466 1,900904845
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 81,2727273 83,08156193 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap proporsi 
spermatozoa X semen pada lapisan Atas. Maka dilanjut 
dengan Uji Duncan sebagai berikut: 
 
Anova: Two-Factor Without Replication
Proporsi Spermatozoa X Semen Lapisan Atas
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 54 18 0
2 3 56 18,66667 2,333333
3 3 49 16,33333 4,333333
4 3 55 18,33333 5,333333
5 3 46 15,33333 0,333333
6 3 51 17 9
7 3 55 18,33333 9,333333
8 3 54 18 9
9 3 54 18 13
10 3 57 19 4
11 3 52 17,33333 2,333333
P1 11 206 18,72727 5,018182
P2 11 197 17,90909 3,090909
P3 11 180 16,36364 4,054545
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 35,33333 10 3,533333 0,81882 0,615239 2,347878
Columns 31,69697 2 15,84848 3,672753 0,043797 3,492828





Kesimpulan:  antar perlakuan P1P2 dan P3 memiiki 
rata-rata proporsi spermatozoa X semen pada lapisan Atas 
pada yang tidak berbeda 
 
Uji Anova: Single Factor Proporsi Spermatozoa X 
Semen Lapisan Bawah 
SD 0,626327791
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 1,808834659 1,900904845
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 18,72727273 20,53610739 a





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap proporsi 
spermatozoa X semen sexing pada lapisan bawah. 
 
Uji Anova: Single Factor Proporsi Spermatozoa Y 
Semen Lapisan Bawah 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 229 76,33333 2,333333
2 3 224 74,66667 12,33333
3 3 224 74,66667 9,333333
4 3 226 75,33333 1,333333
5 3 216 72 7
6 3 228 76 13
7 3 227 75,66667 2,333333
8 3 230 76,66667 16,33333
9 3 220 73,33333 5,333333
10 3 225 75 31
11 3 222 74 16
P1 11 821 74,63636 12,05455
P2 11 823 74,81818 8,363636
P3 11 827 75,18182 8,363636
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 56,84848 10 5,684848 0,492259 0,875443 2,347878
Columns 1,69697 2 0,848485 0,073472 0,929412 3,492828
Error 230,9697 20 11,54848
Total 289,5152 32




Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan tidak 
memberikan pengaruh nyata terhadap proporsi 









Anova: Two-Factor Without Replication
Proporsi Spermatozoa Y Semen Lapisan Bawah
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 71 23,66667 2,333333
2 3 76 25,33333 12,33333
3 3 76 25,33333 9,333333
4 3 74 24,66667 1,333333
5 3 84 28 7
6 3 72 24 13
7 3 73 24,33333 2,333333
8 3 70 23,33333 16,33333
9 3 80 26,66667 5,333333
10 3 75 25 31
11 3 78 26 16
P1 11 279 25,36364 12,05455
P2 11 277 25,18182 8,363636
P3 11 273 24,81818 8,363636
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 56,84848 10 5,684848 0,492259 0,875443 2,347878
Columns 1,69697 2 0,848485 0,073472 0,929412 3,492828






Uji Anova: Two Factor Proporsi Spermatozoa Y Semen 
Lapisan Atas dengan  Bawah 
 
Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan yang 




























































































































































































































































































































































pengaruh nyata terhadap proporsi spermatozoa Y semen 
antara lapisan atas dengan bawah. 




Berdasarkan uji Duncan antara lapisan atas dan bawah 
pengambilan spermatoza hasil sexing dari perlakuan yg 











Uji Anova: Single Factor Proporsi Spermatozoa X Semen 





PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
L atas 247 249,5962902 b



































































































































































































































































































































Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan yang 
diberikan tidak memberikan hasil atau nilai yang  
pengaruh nyata terhadap proporsi spermatozoa X semen 
antara lapisan atas dengan bawah. Dilanjut uji Duncan. 
 
Berdasarkan uji Duncan antara lapisan atas dan bawah 
pengambilan spermatoza hasil sexing dari perlakuan yg 
diberikan memiliki perbedaan yang sangat nyata terhadap 

















PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
L atas 247 247,9674533 a
L bawah 225,2 b
143 
 
Uji Anova: Two Factor Proyeksi Jumlah straw 
semen sexing Y 
 
Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap proyeksi jumlah 
straw semen sexing spermatozoa Y. Maka dilanjut 
dengan Uji Duncan sebagai berikut: 
Anova: Two-Factor Without Replication
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 74,3 24,76667 65,64413
2 3 72,54 24,18 84,5776
3 3 71,42 23,80667 67,80573
4 3 60,92 20,30667 25,81813
5 3 80,54 26,84667 114,1701
6 3 76,14 25,38 60,1852
7 3 73,52 24,50667 62,73213
8 3 73,78 24,59333 69,23093
9 3 83,5 27,83333 125,1249
10 3 63,94 21,31333 32,47573
11 3 60,16 20,05333 51,49293
P1 11 183,2 16,65455 4,482007
P2 11 251,94 22,90364 1,773425
P3 11 355,62 32,32909 27,33259
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 187,1646 10 18,71646 2,517081 0,037831 2,347878
Columns 1369,8 2 684,8998 92,10866 8,12E-11 3,492828
Error 148,7156 20 7,435781
Total 1705,68 32





Kesimpulan:  Antar perlakuan P1, P2dengan P3 
memiiki rata-rata proyeksi jumlah straw semen sexing 
spermatozoa Y yang berbeda sangat nyata. 
 
 
Uji Anova: Single Factor Proyeksi Jumlah Straw 
Semen Sexing X 
SD 0,82218
 
TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 2,374456 2,495316
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRTSIMBOL
P1 16,65455 19,029 a





Kesimpulan : F hitung > F tabel maka perlakuan 
memberikan pengaruh nyata terhadap proyeksi jumlah 
straw semen sexing spermatozoa X. Maka dilanjut 
dengan Uji Duncan sebagai berikut: 
Anova: Two-Factor Without Replication
Proyeksi Jumlah Straw Semen Sexing X 
SUMMARY Count Sum Average Variance
1 3 55,46 18,48667 89,13013
2 3 56,04 18,68 34,6708
3 3 56,04 18,68 43,5316
4 3 71,94 23,98 67,7268
5 3 61,94 20,64667 29,37053
6 3 62,28 20,76 27,4432
7 3 63,8 21,26667 21,75853
8 3 76,3 25,43333 94,06413
9 3 59,26 19,75333 45,21453
10 3 55,96 18,65333 36,36093
11 3 61,97 20,65667 41,03943
P1 11 153,1 13,91818 6,915396
P2 11 230,16 20,92364 4,099105
P3 11 297,73 27,06636 15,30769
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 154,7759 10 15,47759 2,854434 0,021994 2,347878
Columns 952,1753 2 476,0877 87,80183 1,25E-10 3,492828






Kesimpulan:  Antar perlakuan P1, P2 dengan P3 
memiiki rata-rata proyeksi jumlah straw semen sexing 
spermatozoa X yang berbeda sangat nyata. 
 
Uji Anova: Two-Factor Proyeksi Jumlah Straw 




TABEL DUNCAN 2 3
2,888 3,035
DMRT 2,0276478 2,130855632
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 13,9181818 15,94582962 a





Kesimpulan : F hitung < F tabel maka perlakuan yang 
diberikan memberikan hasil atau nilai yang  pengaruh 
nyata terhadap proyeksi jumlah straw sexing yang 















































































































































































































































































































Berdasarkan uji duncan Perlakuan memiliki perbedaan 
sangat nyata antar P1, P2, P3 terhadap proyeksi 
jumlah straw sexing yang didapat antara straw X dan 

















TABEL DUNCAN 2 3
6,085 6,085
DMRT 3,019671459 3,019671459
PERLAKUAN RATA-RATA RATA-RATA+ DMRT SIMBOL
P1 15,28636364 18,3060351 a















Lampiran 6 Uji Chisquare 
Uji Chisquare pada Motilitas individu hasil sexing: 
 
Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan P1 
memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 49 40 9 81 2,025
2 51 40 11 121 3,025
3 58 40 18 324 8,1
4 55 40 15 225 5,625
5 61 40 21 441 11,025
6 57 40 17 289 7,225
7 57 40 17 289 7,225
8 51 40 11 121 3,025
9 49 40 9 81 2,025
10 61 40 21 441 11,025










Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
 
 
Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan P2 
memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P2>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 48 40 8 64 1,6
2 52 40 12 144 3,6
3 52 40 12 144 3,6
4 53 40 13 169 4,225
5 53 40 13 169 4,225
6 56 40 16 256 6,4
7 56 40 16 256 6,4
8 53 40 13 169 4,225
9 58 40 18 324 8,1
10 62 40 22 484 12,1











Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan P3 
memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P3>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Atas. 
 
 
ULANGAN  P3 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 50 40 10 100 2,5
2 47 40 7 49 1,225
3 54 40 14 196 4,9
4 55 40 15 225 5,625
5 55 40 15 225 5,625
6 58 40 18 324 8,1
7 54 40 14 196 4,9
8 52 40 12 144 3,6
9 48 40 8 64 1,6
10 56 40 16 256 6,4











Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah  perlakuan 
P1 memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 49 40 9 81 2,025
2 55 40 15 225 5,625
3 54 40 14 196 4,9
4 50 40 10 100 2,5
5 56 40 16 256 6,4
6 52 40 12 144 3,6
7 53 40 13 169 4,225
8 54 40 14 196 4,9
9 54 40 14 196 4,9
10 62 40 22 484 12,1
11 63 40 23 529 13,225
Chisquare hitung 64,4
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah  perlakuan 
P2 memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P2>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 51 40 11 121 3,025
2 55 40 15 225 5,625
3 51 40 11 121 3,025
4 54 40 14 196 4,9
5 59 40 19 361 9,025
6 52 40 12 144 3,6
7 52 40 12 144 3,6
8 52 40 12 144 3,6
9 56 40 16 256 6,4
10 60 40 20 400 10
11 50 40 10 100 2,5
Chisquare hitung 55,3
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah  perlakuan 
P3 memenuhi nilai harapan terhadap Motilitas Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P3>0,1) terhadap Motilitas Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
Uji Chisquare pada Konsentrasi Spermatozoa Hasil Sexing 
: 
ULANGAN  P3 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 51 40 11 121 3,025
2 47 40 7 49 1,225
3 55 40 15 225 5,625
4 57 40 17 289 7,225
5 51 40 11 121 3,025
6 55 40 15 225 5,625
7 53 40 13 169 4,225
8 53 40 13 169 4,225
9 49 40 9 81 2,025
10 56 40 16 256 6,4
11 54 40 14 196 4,9
Chisquare hitung 47,525
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan 
P1 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Atas. 
 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 448,5 100 348,5 121452,25 1214,5225
2 424,5 100 324,5 105300,25 1053,0025
3 418 100 318 101124 1011,24
4 367 100 267 71289 712,89
5 475,5 100 375,5 141000,25 1410,0025
6 471,5 100 371,5 138012,25 1380,1225
7 442,5 100 342,5 117306,25 1173,0625
8 425,5 100 325,5 105950,25 1059,5025
9 441 100 341 116281 1162,81
10 369,5 100 269,5 72630,25 726,3025
11 296,5 100 196,5 38612,25 386,1225
Chisquare hitung 11289,58
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan 
P2 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P2>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Atas. 
 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 566 100 466 217156 2171,56
2 525,5 100 425,5 181050,25 1810,5025
3 546,5 100 446,5 199362,25 1993,6225
4 542 100 442 195364 1953,64
5 562,5 100 462,5 213906,25 2139,0625
6 583 100 483 233289 2332,89
7 565,5 100 465,5 216690,25 2166,9025
8 581,5 100 481,5 231842,25 2318,4225
9 651,5 100 551,5 304152,25 3041,5225
10 597,5 100 497,5 247506,25 2475,0625
11 577 100 477 227529 2275,29
Chisquare hitung 24678,4775
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3





Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas perlakuan 
P3 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P3>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Atas. 
 
ULANGAN  P3 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 843 100 743 552049 5520,49
2 863,5 100 763,5 582932,25 5829,3225
3 821 100 721 519841 5198,41
4 614 100 514 264196 2641,96
5 975,5 100 875,5 766500,25 7665,0025
6 849 100 749 561001 5610,01
7 830 100 730 532900 5329
8 837,5 100 737,5 543906,25 5439,0625
9 995 100 895 801025 8010,25
10 631,5 100 531,5 282492,25 2824,9225
11 630,5 100 530,5 281430,25 2814,3025
Chisquare hitung 56882,7325
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Bawah perlakuan 
P1 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 427,5 25 402,5 162006,3 6480,25
2 214,5 25 189,5 35910,25 1436,41
3 345 25 320 102400 4096
4 277 25 252 63504 2540,16
5 418 25 393 154449 6177,96
6 400 25 375 140625 5625
7 375 25 350 122500 4900
8 405,5 25 380,5 144780,3 5791,21
9 421,5 25 396,5 157212,3 6288,49
10 301 25 276 76176 3047,04
11 315,5 25 290,5 84390,25 3375,61
Chisquare hitung 49758,13
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Bawah perlakuan 
P2 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan 
bahwa perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P2>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing 
Lapisan Bawah 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 487 25 462 213444 8537,76
2 487,5 25 462,5 213906,3 8556,25
3 425,5 25 400,5 160400,3 6416,01
4 550,5 25 525,5 276150,3 11046,01
5 557,5 25 532,5 283556,3 11342,25
6 483,5 25 458,5 210222,3 8408,89
7 551 25 526 276676 11067,04
8 554 25 529 279841 11193,64
9 587 25 562 315844 12633,76
10 571 25 546 298116 11924,64
11 466,5 25 441,5 194922,3 7796,89
Chisquare hitung 108923,14
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Konsentrasi Semen Sexing Lapisan Bawah perlakuan 
P3 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi Semen Sexing 
menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 










ULANGAN  P3 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 654 25 629 395641 15825,64
2 684,5 25 659,5 434940,3 17397,61
3 630,5 25 605,5 366630,3 14665,21
4 573,5 25 548,5 300852,3 12034,09
5 823 25 798 636804 25472,16
6 665 25 640 409600 16384
7 631 25 606 367236 14689,44
8 635,5 25 610,5 372710,3 14908,41
9 899 25 874 763876 30555,04
10 609,5 25 584,5 341640,3 13665,61
11 617 25 592 350464 14018,56
Chisquare hitung 189615,77
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3








Uji Chisquare pada Total Spermatozoa Motil hasil sexing: 
 
Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan atas 
perlakuan P1 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi 
Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Atas. 
 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING ATAS fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 329,77 10 319,77 102252,9 10225,28529
2 293,48 10 283,48 80360,91 8036,09104
3 326,56 10 316,56 100210,2 10021,02336
4 301,675 10 291,675 85074,31 8507,430563
5 435,54 10 425,54 181084,3 18108,42916
6 400,71 10 390,71 152654,3 15265,43041
7 377,055 10 367,055 134729,4 13472,9373
8 304,08 10 294,08 86483,05 8648,30464
9 322,175 10 312,175 97453,23 9745,323063
10 300,73 10 290,73 84523,93 8452,39329
11 272,365 10 262,365 68835,39 6883,539323
Chisquare hitung 117366,1874
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan atas 
perlakuan P2 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi 
Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 






ULANGAN  P2 SEMEN SEXING ATAS fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 407,52 10 397,52 158022,2 15802,21504
2 410,54 10 400,54 160432,3 16043,22916
3 427,96 10 417,96 174690,6 17469,05616
4 435,395 10 425,395 180960,9 18096,0906
5 495,03 10 485,03 235254,1 23525,41009
6 479,36 10 469,36 220298,8 22029,88096
7 455,005 10 445,005 198029,5 19802,945
8 472,23 10 462,23 213656,6 21365,65729
9 557,175 10 547,175 299400,5 29940,04806
10 564,82 10 554,82 307825,2 30782,52324
11 480,76 10 470,76 221615 22161,49776
Chisquare hitung 237018,5534
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan atas 
perlakuan P1 memenuhi nilai harapan terhadap Konsentasi 
Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Atas. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 




ULANGAN  P3 SEMEN SEXING ATAS fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 633,5 10 623,5 388752,3 38875,225
2 609,355 10 599,355 359226,4 35922,6416
3 663,66 10 653,66 427271,4 42727,13956
4 508,475 10 498,475 248477,3 24847,73256
5 848,54 10 838,54 703149,3 70314,93316
6 738,92 10 728,92 531324,4 53132,43664
7 713,925 10 703,925 495510,4 49551,04056
8 704,2 10 694,2 481913,6 48191,364
9 836,36 10 826,36 682870,8 68287,08496
10 562,565 10 552,565 305328,1 30532,80792
11 559,615 10 549,615 302076,6 30207,66482
Chisquare hitung 492590,0708
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P1 memenuhi nilai harapan terhadap Total 
Spermatozoa Motil Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P1>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P1>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING BAWAH fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 312,13 10 302,13 91282,54 9128,2537
2 138,885 10 128,885 16611,34 1661,1343
3 280,8 10 270,8 73332,64 7333,264
4 203,5 10 193,5 37442,25 3744,225
5 353,36 10 343,36 117896,1 11789,609
6 312,52 10 302,52 91518,35 9151,835
7 294,415 10 284,415 80891,89 8089,1892
8 278,3 10 268,3 71984,89 7198,489
9 320,28 10 310,28 96273,68 9627,3678
10 276,83 10 266,83 71198,25 7119,8249
11 275,53 10 265,53 70506,18 7050,6181
Chisquare hitung 81893,81
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3





Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P2 memenuhi nilai harapan terhadap  Total 
Spermatozoa Motil Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P2>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 
nyata (P2>0,1) terhadap Konsentrasi Semen Sexing Lapisan 
Bawah. 
 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 387,09 10 377,09 142196,9 14219,687
2 402,05 10 392,05 153703,2 15370,32
3 314,67 10 304,67 92823,81 9282,3809
4 443,61 10 433,61 188017,6 18801,763
5 522,04 10 512,04 262185 26218,496
6 367,9 10 357,9 128092,4 12809,241
7 453,75 10 443,75 196914,1 19691,406
8 429 10 419 175561 17556,1
9 491,4 10 481,4 231746 23174,596
10 510,6 10 500,6 250600,4 25060,036
11 391,02 10 381,02 145176,2 14517,624
Chisquare hitung 196701,65
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3





Rata-rata Total Spermatozoa Motil hasil sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P3 memenuhi nilai harapan terhadap Total 
Spermatozoa Motil Semen Sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan perbedaan pengaruh yang nyata 
(P3>0,05) terhadap Total Spermatozoa Motil lapisan Bawah. 
Chisquare hitung > Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 memberikan  perbedaan pengaruh yang sangat 










ULANGAN  P3 SEMEN SEXING BAWAH fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh
1 498,015 10 488,015 238158,6 23815,864
2 481,515 10 471,515 222326,4 22232,64
3 516,725 10 506,725 256770,2 25677,023
4 490,2 10 480,2 230592 23059,204
5 732,45 10 722,45 521934 52193,4
6 547,8 10 537,8 289228,8 28922,884
7 579,805 10 569,805 324677,7 32467,774
8 505,09 10 495,09 245114,1 24511,411
9 658,315 10 648,315 420312,3 42031,234
10 552 10 542 293764 29376,4
11 550,47 10 540,47 292107,8 29210,782
Chisquare hitung 333498,61
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3






























































































































































































Rata-rata Proporsi Spermatozoa Y Semen Sexing Lapisan Atas  
perlakuan P1 memenuhi nilai harapan terhadap Proporsi 
Spermatozoa Y hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
nyata (P1<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa Y Semen 
Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P1<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa Y 




Rata-rata Proporsi Spermatozoa Y Semen Sexing Lapisan Atas  
perlakuan P2 memenuhi nilai harapan terhadap Proporsi 
Spermatozoa Y hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
nyata (P2<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa Y Semen 






















































































































































































Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P2<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa Y 






















































































































































































Rata-rata Proporsi Spermatozoa Y Semen Sexing Lapisan Atas  
perlakuan P3 memenuhi nilai harapan terhadap Proporsi 
Spermatozoa Y hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
nyata (P3<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa Y Semen 
Sexing Lapisan Atas. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P3<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa Y 
Semen Sexing Lapisan Atas. 
 




Rata-rata Proporsi Spermatozoa X Semen Sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P1 tidak  memenuhi nilai harapan terhadap 
Proporsi Spermatozoa X hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
ULANGAN  P1 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh Chisqr test = 0,858223
1 75 80 -5 25 0,3125
2 71 80 -9 81 1,0125
3 74 80 -6 36 0,45
4 76 80 -4 16 0,2
5 70 80 -10 100 1,25
6 79 80 -1 1 0,0125
7 77 80 -3 9 0,1125
8 79 80 -1 1 0,0125
9 72 80 -8 64 0,8
10 70 80 -10 100 1,25
11 78 80 -2 4 0,05
Chisquare hitung 5,4625
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3
Chisquare tabel 0,1 23,2
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nyata (P1<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa X Semen 
Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P1 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P1<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa X 
Semen Sexing Lapisan Bawah. 
 
 
Rata-rata Proporsi Spermatozoa X Semen Sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P2 tidak memenuhi nilai harapan terhadap 
Proporsi Spermatozoa X hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
nyata (P2<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa X Semen 
Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P2 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P2<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa X 
Semen Sexing Lapisan Bawah. 
 
ULANGAN  P2 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh Chisqr test = 0,908009
1 76 80 -4 16 0,2
2 78 80 -2 4 0,05
3 72 80 -8 64 0,8
4 74 80 -6 36 0,45
5 71 80 -9 81 1,0125
6 77 80 -3 9 0,1125
7 76 80 -4 16 0,2
8 79 80 -1 1 0,0125
9 76 80 -4 16 0,2
10 74 80 -6 36 0,45
11 70 80 -10 100 1,25
Chisquare hitung 4,7375
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3




Rata-rata Proporsi Spermatozoa X Semen Sexing Lapisan 
Bawah perlakuan P3 tidak memenuhi nilai harapan terhadap 
Proporsi Spermatozoa X hasil sexing menurut SNI 2017. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,05 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 tidak memberikan perbedaan pengaruh yang 
nyata (P3<0,05) terhadap Proporsi Spermatozoa X Semen 
Sexing Lapisan Bawah. 
Chisquare hitung < Chisquare tabel 0,1 menunjukan bahwa 
perlakuan P3 tidak memberikan  perbedaan pengaruh yang 
sangat nyata (P3<0,1) terhadap Proporsi Spermatozoa X 








ULANGAN  P3 SEMEN SEXING X fh f0-fh (fh-fh)2 (f0-fh)2/fh Chisqr test = 0,935998
1 78 80 -2 4 0,05
2 75 80 -5 25 0,3125
3 78 80 -2 4 0,05
4 76 80 -4 16 0,2
5 75 80 -5 25 0,3125
6 72 80 -8 64 0,8
7 74 80 -6 36 0,45
8 72 80 -8 64 0,8
9 72 80 -8 64 0,8
10 81 80 1 1 0,0125
11 74 80 -6 36 0,45
Chisquare hitung 4,2375
db =10
Chisquare tabel 0.05 18,3































Lampiran 7 Dokumentasi Penelitian 
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